ベンゼン分解に係わる菌叢の安定同位体プローブ法による解析 by 潘 遠白 & PAN YUANBAI
ベンゼン分解に係わる菌叢の安定同位体プローブ法
による解析
著者 潘 遠白
発行年 2014
学位授与大学 筑波大学 (University of Tsukuba)
学位授与年度 2013
報告番号 12102甲第6744号
URL http://hdl.handle.net/2241/00123174
	  	  
	 
	 
	 
	 
ベンゼン分解に係わる菌叢の安定同位体プローブ法による解析	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
2013	 年	 1	 月	 
	 
	 
	 
	 
	 
潘	 遠白	 
	  	  
	 
	 
	 
	 
ベンゼン分解に係わる菌叢の安定同位体プローブ法による解析	 
	 
	 
	 
	 
筑波大学大学院	 
生命環境科学研究科	 
生物機能科学専攻	 
博士（生物工学）学位論文	 
	 
	 
	 
潘	 遠白
	  i	  
目 次	 
第１章 序論  
 第１節 はじめに  1 
 第２節 微生物によるベンゼン分解について  2 
  １−２−１ ベンゼン好気分解菌に関する研究  2 
  １−２−２ ベンゼン嫌気分解菌に関する研究 	   3 
  １−２−３ ベンゼンに対するバイオレメディエーション  3 
  １−２−４ 微生物ネットワーク  4 
 第３節 安定同位体プローブ法について  4 
  １−３−１ 従来の安定同位体プローブ法  4 
  １−３−２ 新規な安定同位体プローブ法  5 
 第４節 ベンゼン分解に関与する機能遺伝子について  5 
 第５節 本研究の目的  6 
 
第２章 ベンゼン同化分解菌の菌叢解析  
 第１節 はじめに  9 
 第２節 実験材料及び実験方法  10 
  ２−２−１ 培地および実験系の確立  10 
  ２−２−２ ガスクロマトグラフィーの条件検討  10 
  ２−２−３ 高速液体クロマトグラフィーの条件検討  11 
  ２−２−４ 核酸の抽出と精製  11 
  ２−２−５ 超遠心分離条件の検討超遠心分離条件検討  12 
  ２−２−６ 超遠心分離後のDNA精製  12 
  ２−２−７ PCR-DGGE解析  13 
	  ii	  
  ２−２−８ ゲル抽出およびシークエンス解析  14 
 第３節 実験結果  14 
  ２−３−１ ベンゼン分解実験系の確立  14 
  ２−３−２ 核酸抽出および超遠心分離  15 
  ２−３−３ PCR-DGGE解析  15 
  ２−３−４ シークエンス解析  16 
 第４節 考察  16 
  ２−４−１ ベンゼン、カテコールの測定  16 
  ２−４−２ 安定同位体プローブ法を用いた実験系の確立  17 
  ２−４−３ 土壌1を用いたベンゼン同化分解菌解析  18 
  ２−４−４ 土壌2を用いたベンゼン同化分解菌解析  19 
 
第３章 異化分解菌及び他のベンゼン分解に係わる菌の菌層解析  
 第１節 はじめに  39 
 第２節 実験材料および実験方法  39 
  ３−２−１ SIP-D法による解析  39 
  ３−２−２ 超遠心分離による 13C DNAの分離  39 
  ３−２−３ PCR-DGGE解析  40 
 第３節 実験結果  40 
  ３−３−１ ベンゼンとカテコールの定量  40 
  ３−３−２ 超遠心分離による 13Cフラクションの獲得  41 
  ３−３−３ PCR-DGGE解析およびシークエンス解析  41 
 第４節 考察  42 
  ３−４−１ SIP-Dによる解析  42 
	  iii	  
  ３−４−２ SIP-DとSIPの比較  44 
 
第４章 16S rRNA遺伝子をターゲットにしたRNA SIP-D 
 第１節 はじめに  53 
 第２節 実験材料および実験方法  53 
  ４−２−１ Total RNAの抽出  53 
  ４−２−２ RNA SIP-Dによる解析  54 
  ４−２−３ PCR-DGGE解析  54 
 第３節 実験結果  54 
 第４節 考察  55 
 
第５章 培養依存的手法によるベンゼン分解菌の単離  
 第１節 はじめに  60 
 第２節 実験材料および実験方法  60 
  ５−２−１ ベンゼン分解菌の単離とベンゼン分解実験  60 
  ５−２−２ C12O遺伝子、C23O遺伝子のPCR増幅  61 
 第３節 実験結果  61 
  ５−３−１ ベンゼン分解菌の単離とベンゼン分解能  61 
  ５−３−２ 機能遺伝子のPCR増幅  61 
 第４節 考察  61 
 
第６章 培養非依存的手法と培養依存的手法の比較  
 第１節 はじめに  67 
 第２節 実験方法  67 
	  iv	  
  ６−２−１ 培養非依存的手法による解析  67 
  ６−２−２ 培養依存的手法による解析  68 
 第３節 実験結果  68 
  ６−３−１ SIP 法による解析  68 
  ６−３−２ SIP-D 法による解析  69 
  ６−３−３	 16S rRNA 遺伝子をターゲットにした RNA SIP-D 70 
	 	 ６−３−４ 培養依存的手法による解析  70 
  ６−３−５ シークエンス解析  71 
 第４節 考察  72 
 
第７章 Real-time PCRによる機能遺伝子の解析  
 第１節 はじめに  78 
 第２節 実験材料および実験方法  78 
 第３節 実験結果  79 
 第４節 考察  79 
 
第８章 総括  
 第１節 本研究で明らかになったこと  88 
 第２節 本研究で得られた知見の応用について  89 
 第３節 最後に  90 
 
引用文献  91 
謝辞  99 
付記  100
	  1	  
第１章 序 論 
 
第１節 はじめに  
 常に私たちの周辺に存在する微生物は、発酵食品、抗生物質や化学製品の生産
などを通じて私たちの生活に深く係わっている。近代工業化が進む今、我々は石
油、石炭、天然ガスなどの化学エネルギーに頼っている一方、それらの物質は有
害成分を多く含んでおり、地球環境に大きな負担をもたらしている。近年最も重
用視されているのが、地球温暖化、環境汚染、そして、人体へ与える影響である。
中国のような工業化発展途上国においては、環境汚染が深刻化している都市部と
生態破壊が起きている農村部同士が互いに影響し合っている。そこで、近年、世
界的には化学エネルギーを自然エネルギーに変換しようとする動きがおきている。
アメリカ政府は2025年度までに温室効果ガスを25%削減するため、環境対策技術
の開発に3000億ドルを投資し、日本政府も2020年までの温室効果ガスの削減目標
を1990年より25％削減を目標としている。東日本大震災後、核エネルギーから離
脱といった観点も増え、太陽光、風、水などの自然エネルギーを改めて使用する
姿勢が世界的に起きている。 
 環境問題の中でも汚染問題、エネルギー問題、環境修復問題や保全問題などが
今最も注目を浴びている。エネルギー源、製造業の原料、また、多くの化学原料
として利用されてきた石油は便利な生活を提供してくれている。しかし、石油、
またはその加工産物の流出による汚染が現代社会で深刻化している。近年、石油
輸送上のタンク漏れや海上油田による油汚染が度々見られ、石油化学製造地とガ
ソリンスタンド、都市ガス製造跡地などにおいて、油による土壌汚染が多く見ら
れる。多環芳香族化合物、レジンなど難分解性の物質は土壌中に長期間存在し、
周辺の微生物、植物やヒトへ影響を及ぼす(30, 46)。また、単環芳香族化合物の中で
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も揮発性、発がん性を有する物質は周辺環境へ拡散し、環境汚染を起こす可能性
があり、人体に影響を及ぼす(2)。多くの石油産物の中で最も身近な物としてガソ
リンが知られており、その多くの成分の一つであるベンゼンは、揮発性を持ち、
単環芳香族化合物の代表的な物質である。近代石油工業において、最も多く生産
される物質でもある。しかし、大量生産されている一方、世界規模でベンゼンに
よる地下水汚染や土壌汚染が世界規模で起きている(6, 46)。ベンゼンは発がん性を
有し、ヒトの健康に大きく影響をもたらす物質であるため(22)、地下水汚染や土壌
汚染は物理化学的手法により処理が行われている。しかし、汚染処理による高い
処理コストや二次汚染による環境負担が問題視されている。そこで、低環境負担、
並びに低コストである微生物による環境修復（バイオレメディエーション）技術
が近年注目されている(63)。  
 
第２節 微生物によるベンゼン分解について  
１−２−１ ベンゼン好気分解菌に関する研究  
 ベンゼンの生物的な好気分解経路は明らかにされており(Fig. 1-1)、好気による
ベンゼン分解は多く報告されている(23, 60, 86, 86)。分解菌によって異なるが、好気分
解は主に酸素を電子受容体としている。芳香族化合物類の好気分解では、ベンゼ
ン環に対する二水酸化が最初の初発反応となることが多い。この反応は分解系全
体の進行を左右することから、分解系の鍵となる反応ということができる(69)。そ
の分解酵素を有する細菌を汚染環境中で分解活性を向上させることが、バイオレ
メディエーションを実用化する際に最も重要なポイントになる。 
	  
１−２−２ ベンゼン嫌気分解菌に関する研究 	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 嫌気分解においては(25, 48)、主に硝酸イオン(4, 9)、鉄イオン(5, 7, 56)などといったイ
オンが電子受容体となり、分解がおきている。様々な分解経路が報告されている
が、その分解過程で機能する遺伝子や酵素の解明は現在未知なことが多い。世界
的に起きているベンゼンによる地下水汚染が深刻化している中、ベンゼン分解菌
の研究の多くは嫌気条件下で行われてきた。これまでに脱窒菌(4, 9, 13, 20)、鉄還元
菌(5, 7)、硫化還元菌(1, 57)によるベンゼン分解の報告がされている。通性嫌気性細
菌 Azoarcus DN11株がベンゼン分解を行っていることがRNA-based Stable isotope 
probingの研究によって報告された(47, 48)。 
 
１−２−３ ベンゼンに対するバイオレメディエーション  
 バイオレメディエーションは、汚染物質を分解できる微生物のスクリニーング
を行い、汚染地域に投与するバイオオーグメンテーションや、汚染現場に存在す
る分解菌に栄養を与え、汚染物質の分解速度を上げるバイオスティミュレーショ
ン技術が利用されている(64)。ベンゼンに関しては、通性嫌気性分解菌Azoarcus 
DN11が単離され、地下水浄化に向けてのベンゼン分解実験が既に行われている。
分解効果が観察され、実験終了後の菌は自然的に死滅するなどのことから、バイ
オオーグメンテーションへの実用性があることが示唆されている(47, 48)。 
 しかし、単菌での分解では分解速度や分解効率に限りがあり、環境によって分
解菌の種類も変化する。その上、微好気と嫌気が同時に存在する土壌や地下水環
境では、投与した菌が分解活性を発揮しない場合が多い。これは環境中に元々存
在する菌同士によって構築されたネットワークがあり、外部からの侵入を防ぐよ
うな機能を有しているためだと考えられている。さらに、実際の汚染現場では汚
染サイトによって、真の分解菌が異なり、多くの菌が分解に関与していることか
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ら、分解に関与する菌叢の全体図を把握することがバイオレメディエーションを
行う際重要である。 
 
１−２−４ 微生物ネットワーク  
 環境中では、同化分解菌以外にも異化分解菌である共酸化(52)や共代謝(84)によ
る分解を行う微生物が存在する。これらの微生物は汚染物質を体内構成成分へ同
化できないが、自らが生産する酵素によって汚染物質を共代謝分解するという報
告が近年多く見られる。また、汚染物質の分解では、最初に汚染物質を分解する
第一分解者 (Primary degrader) や第一分解者の分解産物を分解する第二分解者 
(Secondary degrader) が分解ネットワークを構築していることがHead LMらによっ
て提唱された(37)。さらに、ベンゼン好気分解過程中の中間産物であるカテコール
を同化利用する菌も報告されている。そのため、土壌環境中においても、同様に
これらのようなネットワークが存在していると考えられる。そして、バイオレメ
ディエーションを行う際、これらの菌を特定し、微生物ネットワークを把握する
ことは、その処理効率向上に必須だと考えられる。本研究では、主に同化と異化
に注目し、従来の安定同位体標識法に加え、当研究室が新たに構築した安定同位
体プローブ法 Stable isotope probing for dissimilation (SIP-D) (87)を用いることで、ベ
ンゼン分解の初期段階と分解が活発に行われている中期段階において菌叢解析を
行った。 
 
第３節 安定同位体プローブ法について  
１−３−１ 従来の安定同位体プローブ法  
 従来の安定同位体プローブ法(12)は同化菌をターゲットにした方法であり、13C
標識した基質を実験系に加え、分解可能な微生物がそれを細胞内の生体構成成分
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に取込み、RNA、DNAが13C標識される。これをPolymerase chain reaction-
denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) 法やクローンライブラリー
法などで解析することで、分解微生物を特定することができる。しかし、分
解を行う菌には、その基質汚染物質を炭素源として用いることができない分解菌
が存在し、その分解菌は13C標識されないため、安定同位体プローブ法が活用で
きないというデメリットがある。 
 
１−３−２ 新規な安定同位体プローブ法  
 前節で述べたように、環境中の微生物分解は同化型と異化型に分かれている。
それらが全体の分解速度に大きく影響する可能性がある。そこで、本研究では同
化代謝の菌をターゲットにして、[13C6]ベンゼンで標識し、検出する事に加えて、
異化代謝の菌および直接分解に係わらないがベンゼン分解と何らかの関連性を有
する菌を[13C2]酢酸を用いたSIP-D法で解析を行った。当研究室が構築したSIP-D
法は、Tetrachloroethylene (PCE) の異化分解菌で脱クロル呼吸を行う
Dehalococcoides ethenogenes 195をマイクロコズム中から特定することが可能であ
った(54, 87)。本菌は脱クロル反応によってエネルギーを得ることはできるが、PCE
を同化できないため、他に生育炭素源を必要とする。その炭素源として、例えば
フマル酸を加えることによって異化分解菌を標識、検出する方法がSIP-D法であ
る(87)。本研究では、このオリジナルな手法の変法として、初めてSIP-D法に同化
可能な汚染物質であるベンゼンを用い、その成果を検討した。 
 
第４節 ベンゼン分解に関与する機能遺伝子について  
 ベンゼン好気分解はカテコール開裂を経由する分解経路であることが明らかに
されている(24)。その開裂にはcatechol 1, 2-dioxygenase (C12O) (36)とcatechol 2, 3-
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dioxygenase (C23O)(64)の二つが関与する。そのため、本研究では、どのような分
解経路を辿っているのかを明らかにするため、更に、SIPとSIP-Dで特定した菌の
間ではどのような違いがあるためにreal-time PCRによる解析を行った。	  	  
第５節 本研究の目的  
 バイオレメディエーションの効率の向上、および、汚染物質の分解の全体像を
把握するため、代表的な汚染物質であるベンゼンをターゲットとし、その分解に
係わる菌叢のネットワーク解析を試みた。得た結果を踏まえて、バイオレメディ
エーション技術の効率向上に新たな提案をすることを目的とした。 
 当研究のストラテジーをFigure 1-2に示した。培養非依存的手法としてSIP及び
SIP-D法を用いた。SIP法では、同化菌を検出し、SIP-D法では、異化分解菌及び
それ以外でベンゼン分解に関与をする菌(Non degrader)を検出することを目的と
した。更に16S rRNAをターゲットにしたRNA SIP-Dを用いることでSIP-D法で特
定された菌をより詳細に、同化分解菌や異化分解菌、Non degraderとして振り分
けた。これらをPCR-DGGE法によって解析することで各種の菌を同定した。さら
に、培養依存的手法によって、単菌分離を行い培養非依存的手法と菌種の比較を
行った。最後に、バイオレメディエーション過程における機能遺伝子の挙動を追
うため、SIPとSIP-Dで得た12C 全量DNA、および13C 全量DNA中に含まれるC12O
遺伝子とC23O遺伝子をreal-time PCRによって定量し、それらの時系列的変動を
明らかにして、カテコール開裂形式を解析した。 
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Figure 1-1. ベンゼンの分解経路。カテコールを経由したベンゼン好気分解の分解
経路を示している。嫌気分解では、として上記のような経路をたどる場合もある。 
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Figure 1-2. 本研究のストラテジー。A: 培養非依存的手法として、SIP法では、
[13C]ベンゼンを用いて、同化菌(Assimilating degrader)を検出し、SIP-D法では、
[13C]酢酸を用いて、異化菌(Candidate co-metabolic degrader)および分解に何らかの
関与を示す菌(No benzene degrader)を検出することを目的とした。更に、RNA SIP
を行うことで、SIP-D法で検出した菌をより詳細に同化分解菌と共代謝分解菌、
Non degraderに振り分けた。B: 次に、バイオレメディエーションの過程で、培養
法によって菌株を単離した。これらの菌を培養非依存的手法と比較した。C: 最
後に、ベンゼン分解過程における機能遺伝子の挙動を追うため、C12O遺伝子と
C23O遺伝子をReal-time PCRによって定量し、カテコール開裂の形式を推定した。 
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第２章 ベンゼン同化分解菌の菌叢解析  
 
第１節 はじめに  
 従来の安定同位体プローブ法を用いた実験はこれまで多く報告されてきた。そ
の中でベンゼン分解菌については、 嫌気条件下の脱窒菌(4, 9, 13, 20)、鉄還元菌(5, 7, 41)、
硫化還元菌(1, 57)、メタン生成菌(33)や脱クロル菌(82)などが報告されている。これら
は全て単菌、またはベンゼン同化菌をターゲットにした報告である。バイオレメ
ディエーションで単菌を用いる際、実際に環境中において、菌が分解活性を示す
かどうか、分解速度が変化するかどうかが課題となっている(6, 18, 30, 63)。また、環
境中での分解菌は汚染サイトによって異なる(23, 28, 60, 86)。そこで、本研究では、二
つの汚染サイトから採取したベンゼン汚染土壌を用い、ベンゼン分解菌が集積さ
れいる土壌での安定同位体プローブ法を用いた実験を行った。本章では、従来の
安定同位体プローブ法を用い、[13C]ベンゼン用いて、ベンゼン同化分解菌をター
ゲットにした安定同位体プローブ法を行った。 
 
Figure 2-1. 二種類のベンゼン汚染土壌。ベンゼン分解が観察されなかった砂状の
土壌1(左側)、ベンゼン分解が顕著に観察され、分解菌が多いに存在した火山灰、
岩の土壌2(右側)、乾燥させた後、撮影を行った。 
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第２節 実験材料及び実験方法  
２−２−１ 培地および実験系の確立  
 ベンゼン汚染土壌として、日本兵庫県から採取した、サイト1の砂状粒子が多
い土壌（土壌1）とサイト2の火山岩、火山灰粒子が多い土壌（土壌2）の二種類
を用いて検討を行った。Table. 2-1で示したような培地成分を用いて、オートグレ
ーブ後実験の培地として用いた。水道水 (Tap water) を用いることで、培地成分
中へのランダムな微量元素の添加を施した。この炭素源を含まない培地で汚染土
壌をスラリー状にした後、実験を行った。汚染土壌5 gと培地35 mLを50-mLバイ
アルに添加し、ベンゼンを液量全体に対して、それぞれ2249.6 µM (200 ppm)、
1124.8 µM (100 ppm)、562.4 µM (50 ppm)になるように添加した後、分解実験を行
った。 
 
２−２−２ ガスクロマトグラフィーの条件検討  
 ベンゼンの定量はFID（Flame ionization detector）を装着したガスクロマトグ
ラフィー（GC-2010, Shimadzu, Japan）を用いて行い、ヘッドスペース(78)と溶液
中に溶解している部分を分けて定量を行った。カラムはDB-1 ( Fused-silica 
capillary; 30 m long, 0.25-mm internal diameter, 0.25-mm film thickness; J & W 
Scientific Co., USA) を使用した。ヘッドスペースのベンゼン濃度に関しては、
圧力ロック式シリンジ（VICI, Precision Sampling, Inc., USA）を用いて、バイ
アル瓶のヘッドスペースを100 µL抽出し、Table. 2-2で示した定温モードで定量
を行った。溶液中に関してはNaCl (Wako, Japan)で飽和させ、t-ブチルエチルエー
テル(Wako, Japan)で10倍濃縮の抽出を行った後、 Table. 2-3で示した昇温モード
で定量を行った。外部標準を基に五点検量線を作成し、定量を行った。 
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２−２−３ 高速液体クロマトグラフィーの条件検討  
 ベンゼン好気分解の中間産物カテコールを定量するため、高速液体クロマトグ
ラフィー(Waters Inc., USA)を使用した(24)。 Table.2-4で示したような条件を使用
し、移動相は0.45 µmフィルター(Sterile-ED 0.45 µm, Germany)で濾過した後に使用
した。標準物質を用いて解析条件の検討を行った後、分解反応液を0.2 µmフィル
ター (Millex-LG 0.20 µm, USA) で濾過し、測定を行った。外部標準を基に測定ご
とに五点検量線を作成し、定量を行った。 
 
２−２−４ 核酸の抽出と精製  
 バイアル瓶を撹拌した後、3 mLの土壌懸濁液を回収し、10,000 × g 20秒遠心分
離を行い、上清を液体クロマトグラフィー解析用のサンプルとして回収した。土
壌を沈殿させた後、FAST DNA Kit for soil (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) 
を用いて、DNA抽出を行った。土壌サンプルをビーズ入りチューブにスピンダ
ウンし、900 µL SP buffer、100 µL MT bufferを添加し、FastPrep FP100A Instrument 
(Thermo Fisher Scientific K.K., USA) を用い、強度5.5で30秒破砕を行った。10,000 
× g 1分遠心し、上清を新しい1.5 mLエッペンチューブに分注し、300 µL PPS 
bufferを添加した後、転倒撹拌を行った。10,000 × g 5分遠心分離を行い、上清を
新しい 2.0 mL エッペンチューブに入れ、800 µL Binding Matrixを加え、2分ゆっ
くり転倒撹拌を行った後、5 min静置した。次に、上清400 µLを捨て、撹拌を行
い、600 µL をフィルター付きチューブに入れ、10,000 × g 1分遠心分離を行った。
これを繰り返し、全ての溶液をフィルターに吸着させた後、500 µL SWEM buffer 
を添加し、同様に遠心を行った。遠心で得た溶液は全て捨て、フィルターを新し
いチューブに入れ、室温乾燥後、50 µL DESを添加し、タピングを行った後、遠
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心で吸着しているDNAを落とした。そして、この作業を2回繰り返し、合計100 
µL のDNAを得た。 
 
２−２−５ 超遠心分離条件の検討  
 塩化セシウムによる密度勾配を使用し、超遠心分離用のサンプルを作成した。
DNAを染色させるため、臭化エチジウム溶液を用いた。Nature Protocolに従い(68)、
0.8 g 塩化セシウム、25 µL臭化エチジウム、705 µL Tris / EDTA溶液に土壌から抽
出した70 µLの全量DNAを添加し、100,000 rpm (354,100 × g) 20℃ 20時間で超遠心
分離を行った。サンプルの作成時、直径が異なる二種類のチューブを用いて、
12C DNAと13C DNAの分離具合を比較した。その結果、直径が小さい少量の系 (2 
mL, Quick-Seal®, Polyallomer, 11 × 32 mm; Beckman Coulter, Inc., USA) で良好に分
離したことから以降の実験に用いることにした。超遠心分離後、Canon IXY920
で接写撮影を行った後、13C DNA区分を1-mLシリンジで抽出した。また、DNA
バンドが目視できなかったサンプルに対しては、キャピラリーポンプ法 (0.2 mL 
min-1; Perista, ATTO Corporation, Tokyo, Japan) を用いて、超遠心管の底部から80-
µLごと採取し、フラクション化を行った。 
 
２−２−６ 超遠心分離後の DNA 精製  
 超遠心分離後にフラクション化されたDNAは、各フラクションと同量の水飽
和イソアミルアルコール (80 µL) を添加し、ボルテックスを行った後、10,000 × g 
2分遠心分離を行い、臭化エチジウムを溶出させた。この操作を三回繰り返し、
充分に脱臭化エチジウム操作を行った。そして、得た溶液に二倍量の滅菌蒸留水
を加え、その全量の2.5倍量の99.5%エタノールと0.1倍量の3 M酢酸ナトリウム 
(pH 5.2) を添加し、転倒撹拌を行った後、-30℃で一晩沈殿させた。最後に 16,100 
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× g 30分遠心を行い、上清を取り除き、室温乾燥後、滅菌蒸留水20 µLを加え、
PCR-DGGE（66, 72）のテンプレートDNAとした。 
 
２−２−７ PCR-DGGE 解析  
 PCR反応液はTable. 2-5に示した通りで、Table 2-6のPCR条件に従って、プライ
マーGC-357F (5' - CGCCC GCCGC GCCCC GCGCC CGTCC CGCCGCCCCC 
GCCCG CCTAC GGGAG GCAGC AG - 3')と518R (5' - GTATT ACCGCGGCTG 
CTGG - 3')(72, 74)を使用してPCR反応を行った。16S rRNA遺伝子のV3領域を増幅し
た後、 Ultra CleanTM PCR clean up Kit (Mo Bio Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, 
USA) を用いてPCR産物を精製し、2% (wt/vol) アガロースゲル (Agarose S; 
Nippon Gene, Japan) を用いて泳動確認を行った。その後、濃度測定 (SmartspecTM 
plus, Bio-Rad, USA) を行い、DGGE用のサンプルとした。PCR産物に5倍量のSpin 
bind solution添加し、ピペッティングでよく撹拌後、フィルター付きチューブに
入れ、10,000 × g 30秒遠心して、液を捨て、フィルターに300 µL Spin clean 
solutionを添加し、同様に遠心分離を行った後、乾燥させた。最後に20 µL Elution 
buffer (10-mM Tris) を添加し、遠心分離を行い、DNAを溶出させた。DGGE 
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) には DCode instrument (Bio-Rad 
Laboratories, Hercules, CA, USA)を用いて行い、 アクリルアミドゲル (Table 2-7) 
中の変性剤濃度は30%から60%の濃度勾配を用いた(Table 2-8)。泳動終了後、ア
クリルアミドゲルを0.5 × Tris-acetate-EDTA (TAE) (Wako, Japan) で洗浄し、4 µL 
SYBR GOLD nucleic acid gelstain (Invitrogen) と396 µL Tris / EDTA (Wako, Japan)を
混ぜた染色液で振盪しながら20分間染色を行い、UV (360 nm) 下で遠心分離後の
DNA写真撮影を行った。バンド解析を行った後、各段階において特異的なバン
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ドを選び、ゲルから切出した後、50 µL Tris / EDTAに入れ、4℃、12時間、DNA
を溶出させた。チューブを軽く遠心した後、上清部分に溶けたDNAをシークエ
ンス解析に必要なDNAサンプルとした。 
 
２−２−８ ゲル抽出およびシークエンス解析  
 357F (5' - CCTACGGGAGGCAGCAG - 3')、518R、そして、BigDye® Terminator 
v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Tokyo, Japan)を用い
て、各プライマーを用いた反応液を作成し (Table. 2-9)、プロトコールに従い、
96℃ 1分後、96℃ 10秒、50℃ 5秒、60℃ 4秒を25サイクル行い、10℃まで下げ、
サイクルシークエンスを行った。産物はエタノール沈殿で精製した後、ホルムア
ミドとBlueDextran / EDTAを5:1の比率で混合したLoading Dyeを4 µL添加し、95℃
で2分間変性させ、氷上で急冷した後、シークエンスに用いた。電気泳動には、
ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems, Tokyo, Japan) を用いた。
シークエンス用のゲル、泳動用Bufferの組成をTable. 2-10に示した。使用したプ
ライマーは357F (5' - CCTAC GGGAG GCAGC AG - 3’) と518Rである。電気泳動
後、塩基配列データは4Peaks  (Version 1.7.2 for Mac) を用いて解析し、得られた
データについて、DDBJ (DNA Data Bank of Japan) データベースを用いて相同性検
索を行った。Clustal X Ver. 2.0.10(44)を用いて得られた塩基配列をアライメントし
た後(3, 53)、 SIP-Dで解析した菌の系統樹を平均距離法 (UPMGA) を用いて作成し
た。 
 
第３節 実験結果 	  
２−３−１ ベンゼン分解実験系の確立  
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 Figure 2-1で示した土壌1と土壌2を用いて分解実験を行った。ヘッドスペース
定量法を用いたガスクロマトグラフィーの測定結果によって、土壌2は、顕著に
ベンゼン分解が行われていた (Fig. 2-2)。この結果をうけて、次の第三章のSIP-D
法を用いた実験では、土壌2を用いることとした。本章では、土壌1と2を用いて
ベンゼン同化分解菌の特定を行った。また、HPLCを用いたベンゼン分解産物の
測定に関しては、Figure 2-3のように測定可能であることが示されたため、今後
のカテコール定量にはこの手法を用いることとした。 
 
２−３−２ 核酸抽出および超遠心分離  
 FAST DNA Kit for soilを用いて核酸抽出し、全量DNAを超遠心分離に供した結
果、土壌1 (Fig. 2-4)では12C DNAと13C DNAが観察されなかったものの、土壌2で
は顕著に分離された (Fig. 2-5)。この結果、1-mLシリンジを用いて直接12C DNAと
13C DNAを抽出することが可能となった。土壌1に関しては、ベンゼン分解が観
察されず (Fig. 2-2)、超遠心分離においても12C DNAのみが観察され、13C DNAは
観察されなかった。そのため、12C DNAと13C DNAの分離はキャピラリーポンプ
を用いた方法を使用し、フラクション化を行った。 
 
２−３−３ PCR-DGGE 解析  
 PCR-DGGE解析では、16S rRNA遺伝子V3領域をターゲットとしたPCR増幅後、
DGGE解析を行った。更に、ベンゼン分解に伴う菌叢の時系列変化を得るため、
分解実験開始後の0, 3, 14, 21, 28日に全量DNAを抽出し、解析した。Figure 2-6で
示したように、左から[12C]ベンゼンを用いたコントロール区 (レーン1-5)、[13C]
ベンゼンを用いた12Cフラクション (レーン6-10)、[13C]ベンゼンを用いた13Cフラ
クション (レーン11-15)となった。0日から14日では、コントロール区と[13C]ベン
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ゼンを用いた12Cフラクションでは似たようなバンドパターンが見られた。これ
は、[13C]ベンゼンを用いた13Cフラクションの0日と3日のバンドパターン (レーン
11-12) とも同じであった。しかしながら、13Cフラクションの14日 (レーン13) か
らDNAバンドパターンに変化が生じた。本研究で採取した最終日のサンプル(レ
ーン14-15)まで、その変化が見られた。 
 土壌2では、Figure 2-7で示したように、[13C] ベンゼン添加区では、各段階の
13C DNAのバンドにおいて、輝度が高いものが変化していたことが分かった。こ
れは、各分解段階において、菌叢の変動が起きていることが示唆された。 
 
２−３−４ シークエンス解析  
 PCR-DGGE解析をした後、13Cフラクションに特異的に存在するバンドを切り
出し、シークエンス解析に供した結果、土壌1のバンド1から4は、Table 2-11に示
した結果となった。土壌2では、Table 2-12で示したように、Pseudomonas putida、
Pseudomonas sp.、Hydrogenophaga spと相同性が高い菌株DNAが検出された。こ
れらの菌はベンゼン同化分解菌である可能性が高い (4, 77, 85)。 	  
第４節 考察  
２−４−１ ベンゼン、カテコールの測定  
 本研究では、揮発性であるベンゼンに対して、気層と液層に分けてそれぞれ測
定した結果、ヘッドスペース法を用いることで、ベンゼンの定量を行うことが可
能であることが分かった。これは、Peng et. al., (71)の報告と一致した。さらに、ヘ
ッドスペースの量と液体量の体積比は5:8で、溶存酸素とヘッドスペースの酸素
量は分解に必要な酸素提供を行っていると考えられる。また、ベンゼンを6日間
で検出限界付近まで分解したため、この実験系では好気分解が行われていること
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が示唆され、嫌気分解されたベンゼンは少ないと考えられる。以降、ベンゼンに
関する定量は今後ヘッドスペース法を用いることにした。また、ベンゼンの測定
限界を調べた結果、当ガスクロマトグラフィーのベンゼンの測定限界は3 µMで
あることが分かった。ベンゼンの分解開始後、ベンゼン分解の中間産物や、既に
13Cを取込んだ菌体の死骸を炭素源とする菌体などが標識される可能性がある。
したがって、実験開始後、可能な限り早い時間帯でのDNA回収が要求される。
分解速度が最も速かったのは562.4 µMの系であった。更に、この量は、汚染土壌
を受け取った時と近い値であること、そして、安定同位体プローブ法は短時間の
標識が好ましいことから、この実験系が最適であると判断した。一方、ベンゼン
好気分解では、カテコールを経由する分解が知られている(Fig. 1-1)。そのため、
中間代謝産物のカテコールを定量することで、分解の進行を確認した。しかし、
カテコールは親水性であり、ガスクロマトグラフィーでの測定は困難のため、培
養系から液体培地を濃縮、濾過し、高速液体クロマトグラフィー (HPLC) に供し
て測定することとした。Figure 2-3に示した解析条件では、100-ppmのカテコール
を測定することが可能であることが示された。そのため、以降の実験ではこの方
法を用いてカテコールの測定を行うこととした。 
 
２−４−２ 安定同位体プローブ法を用いた実験系の確立  
 Figure 2-2で示したように、土壌1と土壌2のベンゼン分解実験を行った結果、
土壌2では、顕著にベンゼン分解が行われていた。また、7日前後でベンゼンが分
解されることから、全量DNAの回収はベンゼンがGCの検出限界以下まで達し、
カテコールの減少が見られるまでの10日以内とした。ベンゼンとカテコールの定
量は、実験開始後24時間置きに行った。これらのことから、分解活性が速い土壌
2を今後の安定同位体プローブ法による評価を行うこととした。分解系での検討
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については、分解実験で試薬の添加、測定時の便利さ、実験系が成立つ最小サイ
ズという利点から 50-mL バイアル瓶とテフロンコーティングの蓋を用いること
にした。汚染土壌5 gと液体培地 35 mL を添加した分解系にて実験を行うことに
した。塩化セシウム密度勾配 (1 g mL-1) による超遠心分離は、Figure 2-4で示した
ように、土壌1において、12C DNAと13C DNAのバンドを見分けることができなか
った。しかし、分解活性の高い土壌2においては、Figure 2-5のように二つのバン
ドに分けることができた。抽出した全量DNAを超遠心分離後、目視できる程度
の量は1 µg 程度であることから、今回は 3 mL の土壌から抽出したDNAを超遠心
分離することで目視程度までに至った。更に、経時的変化を見るため、各分解段
階の全量DNAを抽出し、超遠心分離したところ、3日目から重いフラクションに
DNAが集中し始めた (Fig. 2-5)。このことから、最初の取込みは実験開始後48時
間から72時間にかけて盛んに行われていることが示唆された。また、DNAが顕
著に12Cと13Cフラクションに分離したので、シリンジで容易に抽出することがで
きた。バンドが目視できないサンプルに対しては、キャピラリーポンプ法を用い
てフラクション化を行い、それぞれのフラクションを得ることができた。 
 
２−４−３ 土壌 1 を用いたベンゼン同化分解菌解析  
 ベンゼン分解活性が低い土壌に関して、ベンゼン濃度の変化と菌叢の変化はど
のようになっているのかを確認するため、土壌1から抽出した全量DNAを同様に
超遠心分離した結果、 Figure 2-4に示した通り13C DNAのバンドは観察されなか
った。これは、土壌1に生存している菌叢の中で、ベンゼンを資化する菌や異化
的にベンゼンを分解する菌などの菌種が少ないことが考えられる。また、今回の
SIPは最少培地で行ったため、当環境中の菌種はこの培地に適していない可能性
も考えられる。汚染土壌のベンゼン分解は土壌の種類によって、生息している菌
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種が違っているため、実際に分解に係わっている菌種も土壌によって異なってい
ることが示唆された。以前の報告(23, 28, 60, 86)からも分かるように、分解菌は環境に
よって異なることが分かる。 
 超遠心分離によって得られた12Cと13Cフラクションをテンプレートとし、PCR-
DGGEに供した結果、 Figure 2-6に示したように、12C DNAと13C DNAの差は少な
かった。また、13Cフラクションでは（レーン11-15）、メインなDNAバンドが徐
々に薄れて行き、分解菌が死滅していることが考えられる。12Cフラクションで
も同様な傾向が見られた（レーン6-10）。また、最終段階である28日目（レーン5, 
10, 15）では、分解菌ではない菌種のDNAが増幅され、バンドとして現れたこと
が考えられる。Table. 2-11で示したように、13Cフラクションにおいて、植物の窒
素固定に関係するAzorhizobium caulinodan(58)、Rhodanobacter ginsengisoli(83)と高い
相同性を示した菌株が13C標識されている。これらの菌株はベンゼン分解に直接
的に影響している可能性は低いが、分解菌によって生じた中間産物を取込んだ可
能性がある。そこで、重要な役割をしている菌株とその周辺の菌株が互いにどの
ような影響を及ぼしているのかも今後の課題として残された。以上のことから、
菌叢の変化とベンゼン濃度の変化が関連していることが示唆された。更に、各分
解段階において、優占的になっている菌種が変化していることが考えられる。 
 
２−４−４ 土壌 2 を用いたベンゼン同化分解菌解析  
 Figure 2-8のレーン6から10から分かるように、菌叢は分解が行われる前の0日
（レーン6）ではDNAバンドがほぼ見られず、分解が進行するのにつれ、第一段
階で優占的な菌がDNAバンド (レーン7；バンド2-5) として現れた。それは分解
の進行に連れて変化し、14日から28日にかけて、バンド2と4は薄れていき、バン
ド3と5は消失していた。これは分解時の分解菌や環境に適応している菌の出現を
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表したデータであると考えられる。或は、ベンゼン分解の第一段階において、何
らかの働きをすることで、菌体の増殖が他の菌種に比べ、早くなっていることで
全体の中で高い割合を占めていることが考えられる。それは、ベンゼンあるいは
その分解産物を炭素源としている菌であることが考えられる。ベンゼン分解菌は
土壌の種類によって、生息している種類が異なるため、実際分解に係わっている
菌種も土壌によって異なっていた(23, 28, 60, 86)。また、主役となるベンゼン同化分解
菌のみではなく、主役の周囲にいる他の菌種も分解に係わっていることが考えら
れる。土壌1ではAgrobacterium stellulatum, Azorhizobium caulinodaなどと高い相同
性の菌株が多く見られたのに対し、土壌2では、 Pseudomonas sp., Pandoraea sp., 
Betaproteobacteriumなどと高い相同性の菌種が多く見られた。これらの菌種は油
分解に関与していることが知られているものもいるが、実際に分解能が確認され
ていないため、各分解段階において、本当にベンゼンの分解活性を有しているか
否かを確かめる必要がある。また、この汚染土壌では、 Bacterium EP1.09、
Pseudomonas sp.、Pseudomonas putida、及びHydrogenophaga sp.と高い相同性の菌
種が特異的に13C DNAフラクションに現れていた。特に分解が進むと思われる2
日目以降に多く見られた。分解に影響している可能性が最も高い、油分解に係わ
るカテコール開裂や、アルカン分解遺伝子を有しているPseudomonas属が検出さ
れたことから、Pseudomonas属細菌がベンゼン分解を行っている可能性は非常に
高いと思われる。以上のことから、ベンゼン分解が進行するのにつれ、分解の主
役であるPseudomonas属細菌の他にもベンゼン分解に係わる菌叢が存在すること
が示唆された。それらの菌は、分解の中間産物であるカテコール、あるいは、他
の分解の中間産物を炭素源として利用することが可能な菌である可能性が高い。 
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 カテコールを分解する菌はいくつか報告されており(24)、環境中のカテコール含
量に増殖が左右される菌種も多く存在する。カテコール開裂後の中間代謝産物は
多くの微生物が炭素源として利用可能である。それらの菌がベンゼン分解に係わ
る要因として、カテコールを分解することでベンゼン分解を行わなくなる、或は、
カテコールを分解することで菌体数が増え、ベンゼン分解を促進するという二つ
の可能性が考えられる。このことを確かめるためには、ベンゼン分解の過程でカ
テコールを添加することで、その影響を評価することが必要であると考えられる。 
 本研究で用いた土壌では、これらの菌が分解を行っていることが考えられる。
同じ汚染土壌から単離されたPseudomonas sp. のDNAバンドも見られた (第五章) 。
この実験によって、ベンゼン汚染の異なる汚染現場では、分解に関与している菌
種が異なることを示した。そして、分解を二段階に分けたことにより、各段階で
の菌種の変動を確認することができた。特に、同化分解を行う菌株の解析に有効
である。また、ベンゼンの分解過程での中間産物を分解する菌種も中にいる可能
性があるため、それらの菌種の解析も行う必要があると思われる。分解の第一段
階、第二段階、そして、それ以降のサンプルにおいて、Pseudomonas putida、
Pseudomonas sp.、Hydrogenophaga sp.と高い相同性を持つ菌株が検出された。分
解が盛んに行われている段階でPseudomonas属細菌が多く現れ、時間が経つのに
つれ、そのDNA量も少なくなった。また、終始Betaproteobacteriumと高い相同性
を持つ菌株が検出され、この菌株はベンゼン分解産物、または、直接ベンゼンを
分解する可能性もあると考えられる。 
	  22	  
 
 
 
 
 
 
Table 2-1. 最少培地組成 
K2HPO4 0.5 g 
KH2PO4 0.5 g 
NaCl 2.0 g 
(NH4)2SO4 0.5 g 
MgSO4·7H2O 0.5 g 
FeSO4·7H2O 0.1 g 
Tap water 100 mL 
Milli Q water up to 1 L 
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Table 2-2. ガスクロマトグラフィーの分析条件(定温モード) 
検出器 Flame ionization detector (FID) 
注入室温度 270 ℃ 
検出室温度 250 ℃ 
カラム温度 100 ℃ 
キャリアガス N2  
検出時間  5.5 min 
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Table 2-3. ガスクロマトグラフィーの分析条件(昇温モード) 
検出器 Flame ionization detector (FID) 
注入室温度 270 ℃ 
検出室温度 250 ℃ 
カラム温度 30 – 250 ℃ 
カラム温度変化 30 ℃ min-1 
キャリアガス N2  
昇温速度 5 ℃ min-1 
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Table 2-4. 高速液体クロマトグラフィーの条件 
カラム Symmetry C18 3.5 µm 2.1×150 mm 
移動相 A 30 mM NaH2PO4 
移動相 B 100% CH3OH 
両移動相の比率 (A:B) 20 : 80  
流速 0.2 mL min-1 
蛍光検出器 239 nm 
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Table 2-5. PCR組成 
Template DNA 2 µL 
10 × Ex Taq Buffer 2 µL 
2.5 mM dNTP mix 1.6 µL 
Ex taq (5 unit / µL) 0.1 µL 
GC-357F (4 pmol) 1 µL 
518R (4 pmol) 1 µL 
Milli Q water 12.3 µL 
Total 20 µL 
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Table 2-6. Touch down PCR条件 
94℃ 1 min   
94℃ 30 sec  
65℃ 15 sec  20 cycles 
72℃ 15 sec   
温度変化 0.5 ℃ / cycle down 
94℃ 30 sec  
55℃ 15 sec 8 cycles 
72℃ 15 sec   
72℃ 7 min   
4℃ ∞   
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Table 2-7. DGGEゲル組成 
ゲル濃度 Low (30%)  High (60%) 
尿素  2.27 g  4.54 g 
40% アクリルアミドビーズ  3.6 mL 3.6 mL 
ホルムアミド  2.16 mL 4.32 mL 
50 × TAE 180 µL 180 µL 
Distilled water up to 18 mL 
10% Ammonium peroxodisulfate 100 µL 100 µL 
N, N, N',N'-Tetramethyl ethylenediamine 13.3 µL 13.3 µL 
均等撹拌後 15 ml を使用 
 
 
 
Table 2-8. DGGE泳動条件 
電圧 36 V 
温度 60 ℃ 
時間 18 時間 
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Table 2-9. サイクルシークエンス反応液組成 
Template DNA 2 µL 
Terminator Ready Reaction Mix 1 µL 
5×Big Dye Dilution Buffer 1.5 µL 
Primer (3.2 pmol) 1 µL 
Distilled water 4.5 µL 
Total 10 µL 
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Table 2-10. シークエンス用ゲル組成 
尿素 (BIO-RAD) 18 g 
50% Long Ranger Gel Solution 5 mL 
10×Tris / Boric Acid 5 mL 
Distilled water up to 50 mL 
スターラーで均等に撹拌後、脱気 
10% Ammonium peroxodisulfate 250 µL 
N, N, N',N'-Tetramethyl ethylenediamine 25 µL 
 
シークエンス泳動用 Buffer の組成 
Tris 16.2 g 
ホウ酸 8.25 g 
EDTA 6.6 mL 
Distilled water up tp 1.5 L 
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Figure 2-2. 異なる土壌間のベンゼン分解実験。土壌1 (Soil-1)；土壌2 (Soil-2)；NC 
(滅菌区)、それぞれのベンゼン濃度を測定した。コントロール (NC) として、滅
菌した土壌を使用した。 
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Figure 2-3. カテコール (100 ppm) HPLC測定。測定条件の検討により、カテコール
を測定できることを確認した。以降はこの条件を用いて実験を行った。 
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Figure 2-4. 土壌1の超遠心分離写真。[13C] ベンゼンを添加した後、0日、3日、14
日後全量DNAを超遠心分離した写真12C DNAと13C DNAの分離が見られなかった。 
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Figure 2-5. 土壌2の超遠心分離写真。土壌2の[13C]ベンゼンを用いたSIP法、3日
（左）、ネガティブコントロール（中央）、14日（右）を示している。 
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Figure 2-6. 土壌1のPCR-DGGE解析。レーン1-5: [12C]ベンゼン添加区の12Cフラク
ションよりPCR増幅した。実験開始後0日(レーン1)、3日(レーン2)、14日(レーン
3)、21日(レーン4)、28日(レーン5)；レーン6-10: [13C]ベンゼン添加区の12Cフラク
ションよりPCR増幅した。実験開始後0日(レーン6)、3日(レーン7)、14日(レーン
8)、21日(レーン9)、28日(レーン10)；レーン11-15: [13C]ベンゼン添加区の13Cフラ
クションよりPCR増幅した。実験開始後0日(レーン11)、3日(レーン12)、14日(レ
ーン13)、21日(レーン14)、28日(レーン15)。バンドの1番から4番をゲルから抽出
し、シークエンス解析に供した。
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Figure 2-7. 土壌2のPCR-DGGE解析。レーン1-5：[12C]ベンゼン添加区の12Cフラク
ションよりPCR増幅した。実験開始後0日（レーン1）、3日（レーン2）、14日
（レーン3）、21日（レーン4）、28日（レーン5）；レーン6-10：[13C]ベンゼン添
加区の13CフラクションよりPCR増幅した。実験開始後0日（レーン6）、3日（レ
ーン7）、14日（レーン8）、21日（レーン9）、28日（レーン10）；マーカー（レ
ーン11）、バンド1-5を切出し、シークエンス解析に供した(Table 2-10)。 
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Table 2-11. 土壌1のシークエンス解析 
バンド 菌種名 相同性 
1 Benzene-decomposing bacterium 94% 
2 Azorhizobium caulinodan 100% 
3 Rhodanobacter ginsengisoli strain 98% 
4 Agrobacterium stellulatum 100% 
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Table 2-12. 土壌2のシークエンス解析 
バンド 菌種名 相同性 
1 Betaproteobacterium 100% 
2 Pseudomonas sp 99% 
3 Pseudomonas putida strain 99% 
4 Pseudomonas sp. Hugh2319 100% 
5 Hydrogenophaga sp 99% 
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第３章 異化分解菌及び他のベンゼン分解に係わる菌の菌叢解析  
 
第１節 はじめに  
 第２章では、ベンゼン分解において、メインな分解菌であるベンゼン同化分解
菌の解析を[13C]ベンゼンを用いて行った。本章では、異化分解菌を含め、同化分
解菌以外に分解に関与している菌をターゲットにした菌叢解析を目的とした。第
２章で述べた実験系を用いて、広く利用される[13C]酢酸を標識物質として使用し
た。多くの菌が炭素源として取込むことが可能な酢酸を用いることで、より広範
囲な解析を行い、同化分解以外のベンゼン分解に関与する菌を標識することを目
的とした。 
 
第２節 実験材料および実験方法  
３−２−１ SIP-D 法による解析  
 異化分解菌をターゲットにしたSIP-Dでは、ベンゼン添加区 (WITH-B) とベン
ゼン未添加区 (WITHOUT-B) を作成して実験を行った。実験開始後24時間ごとに
GCでベンゼンの定量を行い、第一段階と第二段階にて、標識物質である[13C]酢
酸を添加した。本実験では各々の実験系を作成し、それぞれの添加ポイントにて
[13C]酢酸の添加を行った。実験は30℃静置で行った。 
 
３−２−２ 超遠心分離による 13C DNA の分離  
 第一段階(2日)、第二段階(4日)のサンプルに[13C]酢酸添加24時間後に全量DNA
の抽出を行い、超遠心分離に供した。3-mLをシリンジで採集し、遠心収集後
FAST DNA Extract kit for soilを用いて、全量DNAを抽出した。第２章で述べた方
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法を用いて、超遠心分離及びDNAの精製を行った後、PCR-DGGEのテンプレー
トに供した。 
 
３−２−３ PCR-DGGE 解析  
 超遠心分離で得たDNAは同量のイソアミルアルコールで臭化エチジウムを除
き、エタノール沈殿を行った後、PCR-DGGE用のDNAとした。PCR-DGGEの条
件は第２章と同様に行った。精製後の13C DNAは、GC-357F (5' - CGCCC GCCGC 
GCCCC GCGCC CGTCC CGCCGCCCCC GCCCG CCTAC GGGAG GCAGC AG - 3')
と518R (5' - GTATT ACCGCGGCTG CTGG - 3') によって、16S rRNA遺伝子のV3
領域を増幅した後、 Ultra CleanTM PCR clean up Kit を用いてPCR産物を精製し、
泳動確認と濃度測定を行い、DGGE用のサンプルとした。アクリルアミドゲル中
の変性剤濃度勾配は30%から60%とした。泳動終了後、アクリルアミドゲルを0.5 
× Tris-acetate-EDTA (TAE) で洗浄し、4 µL SYBR GOLD nucleic acid gel stain 
(Invitrogen) と396 µL Tris / EDTAを混ぜた染色液中で振盪しながら20分間染色を
行い、UVで写真撮影を行った。バンド解析を行った後、各段階において特徴的
なバンドと優占的なバンドを選び、ゲル切出しを行い、50 µL Tris / EDTAに浸し、
4℃ 12時間DNAを溶出させ、シークエンス解析のDNAサンプルとした。 
 
第３節 実験結果  
３−３−１ ベンゼンとカテコールの定量  
 Figure 3-1のように、第２章で述べた手法を用いて、ベンゼン濃度とカテコー
ル濃度を測定した。ベンゼン (562.4 µM) は約6日で測定限界以下にまで減少した。
HPLCによるカテコール定量の結果は、少量のカテコールが測定後半である5日目
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や6日目のみに観察された。分解がまだ行われていない段階を第一段階とし、分
解が顕著に行われた段階を第二段階とした。 
 
３−３−２ 超遠心分離による 13C フラクションの獲得  
 第一段階 (2日目)、第二段階 (4日目) で[13C] 酢酸の添加を行い、炭素源として
菌体に取込まれたと思われる24時間後に土壌から全量DNAを抽出し、超遠心分
離に供した結果、Figure 3-2で示したように、それぞれの段階においての全量
DNAは12C DNAと13C DNAに分離された。12C DNAと13C DNAを獲得した後、精製
を行い、PCR-DGGE法に供した。 
 
３−３−３ PCR-DGGE 解析およびシークエンス解析  
 上記で得たDNAをテンプレートとして、16S rRNA遺伝子のV3領域を増幅し、
PCR-DGGE解析を行い、Figure 3-3に示した。左側のベンゼン添加区のバンド
（レーン1と2）から対応した右側のベンゼン未添加区のバンド（レーン3と4）を
引いて、残されたバンドがベンゼン分解に係わる菌のDNAである可能性が高い。
ベンゼン添加区 (レーン1と2) と未添加区 (レーン3と4) を比較すると、バンド1と
5が他と明らかに異なるパターンを示した。また、ベンゼン分解の第一段階と第
二段階では、バンドパターンに変化が観察された。これらの特異的なバンドを切
出し、DNA抽出を行い、シークエンス解析した結果、Table. 4-1で示したように
Pseudomonas. FB9、Pseudomonas alcaligenesと高い相同性を示す菌株が第二段階
に現れたことが分かった。他のバンドも同様に切り出しを行い、シークエンス解
析を行ったが、DGGE解析においてバンドの分離が十分でないためか、シークエ
ンス結果が得られなかった。一方、ベンゼン未添加区では、Pseudomonas sp. 
SC13、Xenophilus azovoransやHydrogenphaga palleroniiと高い相同性を持つ菌株が
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コントロール区で検出された。バンド1は酢酸のみ添加したサンプル (レーン3と
4) でも出現しているため、この菌はベンゼンの存在に左右されずに酢酸の取込み
が可能な菌であり、ベンゼンの存在下において、他の菌より高い酢酸同化能を有
することが分かった。 
 
第４節 考察  
３−４−１ SIP-D による解析  
 12C DNAの中には、ベンゼン同化分解菌、ベンゼンの分解産物を同化する菌 
(Secondary degrader) などが含まれていることが考えられる。13C DNAの中には、
ベンゼン分解に関与する酢酸同化菌やベンゼン分解には直接関与しないが、ベン
ゼン耐性を有する酢酸同化菌、そして、ベンゼン分解能を有さない酢酸同化菌が
含まれることが考えられる。これらを分別するため、Figure 3-2に示したように、
コントロールとしてのWITHOUT-Bも同様な処理を行い、13C DNAを得た。この
中には、耐性菌やベンゼン分解に関与しない酢酸同化菌が主に含まれると思われ
る。Figure 3-3のように、WITH-BとWITHOUT-BのDNAバンドを差し引きするこ
とで異化的にベンゼン分解を行う菌が特定できる。 
 ベンゼン分解に係わる酢酸同化菌は、ベンゼン存在下において、酢酸を同化し、
活性化することで細胞分裂し、ベンゼン分解酵素の生産を行うことが予想される。
これは主に、ベンゼンの分解過程から生命反応に必要とするエネルギーを得るこ
とや分解の中間産物から必要な炭素源を得ることができる菌だと考えられる。
PCE分解菌であるDehalococcoides ethenogenes 195株はハロゲンを離脱することに
よって生じるエネルギーを生命反応に用いる(18)。このような菌種を検出するのに、
SIP-Dは有効であると思われる。SIP-Dで検出した菌は、以下のような三つの可能
性が考えられる。(1) ベンゼン分解が盛んな時期に活性化している。(2) 中間代謝 
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産物を分解することで活性化している。(3) ベンゼン濃度に依存し、濃度が低下
したことによってストレスが解消され、活性化した。 
 得られたDGGEのプロファイルでは、耐性菌を含めたより広い範囲の菌叢が示
されてしまう。そして、各分解段階で優占する菌種、分解中間産物を同化する菌
種を確認することができるが、DNAレベルでのSIP-Dではベンゼン分解菌とそれ
以外の菌の判別が困難で、実際に分解活性を発揮している菌を特定するためには
発現レベル、つまり、RNAレベルでの解析が必要であると考えられる。RNAか
ら逆転写したcDNAをテンプレートとして用いたPCR-DGGE解析では、活性の最
も高い菌株が優占的なバンドとして現れる。そのため、直接分解に関与しない菌
の影響を除くことができ、確実に活性化している菌叢を把握することができる。
更に、活性化していると思われる菌種を解析することで、当研究で使用したSIP-
D法が同化可能な汚染物質（ベンゼン）でも応用ができると考えられる。以上の
ことから、RNA SIP-Dを行う必要性があると考えた。 
 Figure. 3-3で示したように、分解の第一段階から第二段階にかけて、全てに存
在し、バンドに変化が見られない菌種は（バンド2, 3, 4）、ベンゼン分解に関与
していない可能性が大きい。しかし、バンド1はDNA濃度が高いことから、全体
に占める割合も大きいことが考えられる。以上の結果から、これらの菌はベンゼ
ン分解に何らかの影響を与えている可能性があると考えられる。 
 また、各分解段階ので標識されたDNAには生菌由来と死菌由来が混在するた
め、実の分解過程において、生菌と死菌の割合がDNAバンドの強さにどのよう
に影響するのかは不明である。これらを解明するためには、FISH法(40, 88)やLIVE / 
DEAD染色法(43)を用いることが必要ではないかと考えられる。このことを解明す
ることにより、各段階における真の分解の主役と脇役を観察することができると
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考えている。当研究室が構築した新たなプローブ法は、Figure 3-4で示したよう
に、前章で述べた従来の安定同位体プローブ法とは異なり、ターゲット基質を同
化する菌以外の菌種を検出対象としている。異なる環境中において、その環境で
優占的になっている菌、それをサポートするような働きをする共生菌種、それと
競争する菌種、そして、比率がかなり少ない菌種が存在する。これらはHead LM
らが海洋微生物の実験から提唱したように(37)、土壌においても、微生物ネットワ
ークがあり、共に一つの反応に対応していることが考えられる(42)。そのため、一
つの汚染物質の分解に際して、同化する菌の他にも分解に大きく関与する菌種が
周囲に存在する。当手法を用いることで、それらの菌を検出することが可能とな
るのではないかと考えている。本研究で用いた標識炭素源は酢酸であり、酢酸を
同化しない菌に関しては検出が困難であると考えられる。 
 
３−４−２ SIP-D と SIP の比較  
 当研究室が新たに構築した安定同位体プローブ法 (SIP-D) によって、
Pseudomonas sp. FB9、Pseudomonas sp. SC13、Pseudomonas alcaligenesと高い相同
性を持つ菌株が特定されたが、これらはベンゼンを同化せずに分解に関与する菌
であることが示唆された (Table 3-1)。すなわち、コントロールのWITHOUT-Bと
の比較により (Fig. 3-3) 、 Pseudomonas sp. FB9、Pseudomonas alcaligenesのような
Pseudomonas属細菌がWITH-Bのみに現れたことから、分解に関与している可能
性は高いと思われる。また、同じPseudomonas属細菌でありながら、Pseudomonas 
sp. SC13と高い相同性を持つ菌株はWITHOUT-Bで検出されたため、耐性菌、或
は、カテコール分解菌と考えられる。Pseudomonas属細菌の中で、油分解遺伝子
を保有している菌株は多数報告されている(21, 35, 60)。そのため、この汚染土壌にお
いても、その活動が観察された可能性は高い。また、分解の第二段階においても、
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Pseudomonas sp. FB9、Pseudomonas alcaligenesと相同性が高い菌株が特定された 
(Fig. 3-3) 。この段階では、カテコール濃度が上昇しているため (Fig. 3-1)、カテ
コールを基質とする菌である可能性が考えられる。更に、ベンゼン同化分解を行
う菌種より、異化分解やそれ以外の分解に関与していると思われる菌が多く観察
された。このことから、本手法によって広範囲の菌が特定され、ベンゼン分解ネ
ットワークの全体を解明するには重要な手法であることが示唆された。また、本
研究によって検出された二株のPseudomonas属細菌は未だ報告されいないベンゼ
ン分解菌である。しかし、SIP-Dによって特定された菌は、ベンゼン同化分解以
外の菌種中の一部分に過ぎず、このような菌は他にも多く存在することが考えら
れる。さらに、本研究で用いた13C基質は酢酸のため、酢酸を同化しない菌の特
定は困難と考えられる。SIP-Dでは、体内に取り込み可能な13Cを必要とし、汚染
物質を分解することでエネルギーを得る異化的分解を行う菌を特定する(87)。また、
ベンゼン分解能力を有さず酢酸を同化する共酸化菌も中に含まれていた可能性が
ある (Fig. 3-3)。今後はより多くの菌種を特定するために、各種標識炭素源をミッ
クス状態の使用することや特定の分解段階（汚染物質濃度）においての菌叢の特
定を行うことで、より詳細な分解に関与する菌を特定することができるのではな
いかと考えられる。 
 Basu, A.らの研究によると、同化能力を有し、同化分解を行う菌でも、有機酸
を添加する事によって異化代謝を行うようになる菌が存在する(10)。このことから、
SIP-D法によって同定された菌の中に、酢酸を添加したことによってベンゼンを
異化分解した菌が存在する可能性も考えられる。本研究では、酢酸の添加前後に
pHを測定したが、変化は観察されなかった。これは、液体中に添加した酸が利
用され、増加した[H+]が異化分解に使用されたと考えられる。これらのことから、
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SIP-D法による異化代謝菌の特定は、酢酸からグルコースのようなラベル体に変
えて検討を行う必要があるだろう。 
 さらに、安定同位体プローブ法で検出困難な耐性菌に関しては、活性化してい
る菌の全量RNAを抽出し、超遠心分離によりフラクション化し、13C RNAを解析
して調べることが考えられるが、このことについては次章で述べる。これらの菌
を解析することで、実汚染環境中のベンゼン分解のネットワークが把握できるで
あろう。これらを通じてバイオレメディエーションの効率を向上させることが期
待できる(61)。また、環境中の菌は必ずしも浮遊状態ではなく、多くの場合は土壌
粒子や一定の場所に集団でバイオフィルムを形成している。この形態を取ること
によって、高い耐熱性、耐抗生物質性を有することが知られている(34, 50, 55)。その
ため、バイオフィルム形成前後においての基質獲得経路を知ることで、基質を介
したバイオフィルム制御を可能にすることができる。
	  47	  
 
 
 
 
 
 
Figure 3-1. ベンゼンとカテコールの定量。ベンゼン汚染土壌を用いた分解実験で
は、HPLCによってカテコール量を定量しており、GCのヘッドスペース法によっ
てベンゼンを定量している。NCはオートグレープした汚染土壌のコントロール
である。 
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Figure 3-2. 分解第二段階 SIP-Dの超遠心分離写真。[12C]ベンゼン存在下の[13C] 酢
酸未添加 (2 day, Acetic acid -)と酢酸添加24時間後 (3 day, Acetic acid +)、および
[12C] 酢酸区(NC)。 
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Figure 3-3. [13C] 酢酸添加区 ベンゼン添加区と未添加区比較DGGE泳動写真。レー
ン1: ベンゼン添加区の[13C]酢酸標識DNA-第一段階；レーン2: ベンゼン添加区の
[13C]酢酸標識DNA-第二段階；レーン3: ベンゼン未添加区の[13C]酢酸標識DNA-第
一段階（コントロール）；レーン4: ベンゼン未添加区の[13C]酢酸標識DNA-第二段
階（コントロール）；M: マーカー、DNAバンド(1-5)を切出し、シークエンス解析
に供した(Table 3-1)。
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Table. 3-1 16S rRNA遺伝子のV3領域のシークエンス解析 
バンド 菌種名 相同性 アクセション番号 命名(Fig. 3-4) 
1 Pseudomonas sp. FB9 100% EF092421 EC1.1 
2 Xenophilus azovorans 93% AF285414 EC1.2 
3 Pseudomonas sp. SC13 100% EU939717 EC1.3 
4 Hydrogenphaga palleronii 91% AM922191 EC1.4 
5 Pseudomonas alcaligenes 96% EF600835 EC1.5 
Figure 3-3で切り出しを行ったバンドのシークエンス解析。バンド1から5をそれ
ぞれEC1.1-1.5まで命名した後、系統樹解析に供した。 
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Figure 3-4. SIP-D法で同定した菌株の系統樹。SIP-D法で検出されたデータをベー
スにして作成を行った。紫色はベンゼン存在下で特定した菌株、緑色はベンゼン
非存在下で特定した菌株を示している。 
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Figure 3-4. SIP-D法とSIP法の比較。同化菌をターゲットにしたSIP法と異化分解菌
をターゲットにしたSIP-D法である。汚染物質の影響が考えられるため、汚染物
質 (ベンゼン) の有無にて比較を行った。さらに、RNA SIP-Dを行うことで、SIP-
D法で同定した菌をより詳細に分別した。 
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第４章 16S rRNA 遺伝子をターゲットにした RNA SIP-D 
 
第１節 はじめに  
 第３章で述べたSIP-D法での異化分解菌の他にも、耐性菌を含めた分解に直接
関与しないがベンゼン分解によって影響される菌が同時に同定されることが推測
される。そのため、これらの菌を分ける必要がある。そこで、[13C]酢酸を用いた
16S rRNA遺伝子を標的としたRNA SIP-Dを行った。ベンゼン分解菌はベンゼン分
解によって活性化し、酢酸の取込みにおいて、他の菌と差異が生じることが予想
される、この差異が16S rRNA遺伝子の発現量の違いとして現れることが予想さ
れる。この概念に基づいた手法がRNA SIP-Dである。 
 
第２節 実験材料および実験方法  
４−２−１ Total RNA の抽出  
 ベンゼン汚染土壌からのTotal RNA抽出についてFast RNA Pro Soil – Directを用
いて検討したところ、2% Agarose gelでの確認はできず、収量が少ないと判断し
た。そこで、ビーズ (Lysing Matrix E; MP Biomedicals) による土壌破砕とRNeasy 
mini kit (Qiagen, Germany)の抽出方法を組み合わせることでより多くのRNAの抽
出を試みた。また、キットを用いた手法以外に、240 mM K bufferとPCI (フェノ
ール：クロロホルム：イソアミルアルコール = 25 : 24 : 1; pH 5.2)を組み合わせた
抽出法も試みた。両者のRNA収量はナノドロップ (ND-1000; Thermo Scientific) で
確認したところ差異は見られなかった。しかし、得られたRNA量は電気泳動での
目視確認できるだけの量ではなかった。Lysing Matrix EとRNeasy mini kitの組み
合せは再現性が取り易く、誤差が少ないことから以降の実験に用いることとした。 
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４−２−２ RNA SIP-D による解析  
 第３章と同様にベンゼン添加区 (WITH-B) とベンゼン未添加区 (WITHOUT-B) 
の実験系を組み立て、標識物質は同様に[13C]酢酸を用いて行った。それぞれ、
WITH-BとWITHOUT-Bの2日目と4日目のサンプルに[13C]酢酸を添加し、分解の
第一段階の2日目と分解が最も行われた第二段階の4日目にRNA抽出を行った。ナ
ノドロップ (ND-1000; Thermo Scientific) でRNA量を確認した後、2 g / mL のCs 
TFA (cesium trifluoroacetate)、375 µL DEPC水(diethylpyrocarbonate-treated water), と
75 µL 脱イオン化ホルムアミド (deionized formamide)と混合し、密度勾配遠心に供
した。超遠心分離はTLA 120.2 rotor (OptimaTM; Beckman Coulter) にて160,000 × g 
(20°C) 36時間行った。遠心後、ガラスキャピラリーポンプ (0.2 mL min-1; Perista, 
ATTO Corporation, Tokyo, Japan)を用いて、底から200-µLずつのフラクションに分
けた。各フラクションのRNAは2-propyl alcoholによる精製後、Superscript Kit III 
(Invitrogen) のプロトコールに従ってcDNAs (complementary DNAs) へと逆転写を
行った。そして、PCR-DGGEに用いるまで-30℃で保管した。 
 
４−２−３ PCR-DGGE 解析  
 第２章 (第2節, 2-2-7) で述べたようなPCR-DGGE条件で、16S rRNA遺伝子V3領
域をGC-357Fと518Rで増幅させた産物を精製した後、同様のDGGE法によって解
析を行った。 
 
第３節 実験結果  
 キャピラリーポンプ法によってTotal RNAをフラクション分けした後、各フラ
クションのRNA量を測定した結果をFigure 4-1に示した。密度の重いフラクショ
ン (13C) から軽いフラクション (12C) まで分けることができた。2日目、4日目の
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WITH-, WITHOUT-Bサンプルの13Cフラクションをそれぞれ精製後、RT-PCRに供
した。レーン1から6は12Cフラクション、レーン7から12は13Cフラクションをそ
れぞれテンプレートとしてRT-PCRを行った結果である（Fig. 4-2）。これらのPCR
産物を精製し、WITH-Bの2日目と4日目、WITHOUT-Bの4日目について、PCR-
DGGE解析を行った(Fig. 4-3)。その結果、WITH-Bの4日目とWITHOUT-Bの4日目
にバンドパターンの違いが観察された。このことから、WITH-Bに特異的に存在
するDNAバンド (R1とR2)が分解菌であることが示唆された。 
 
第４節 考察  
	 異化分解菌と直接分解には関与しない菌を分けるためにRNA SIP-Dを行い、
16S rRNA遺伝子の発現の違いから判断することとした。ベンゼン存在下では、
分解菌はベンゼン分解を行うため、ベンゼン分解に関与しない菌より16S rRNA
遺伝子の発現量が高いことが推測される。このことから、[13C]酢酸を菌体成分の
ラベル体として、分解が最も盛んに行われている第二段階で添加した。フラクシ
ョン化された [13C] RNAは (Fig. 4-1)、cDNAへ逆転写し、16S rRNA遺伝子V3領域
を増幅した(Fig. 4-2)。PCR-DGGEから(Fig. 4-3)、13CフラクションにあるバンドR1
とR2は最も活性化している菌であることが示唆された。これは4日目に観察され
たが、2日目では観察されなかった。また、ベンゼンの有無に係わらず、R1は
16S rRNA遺伝子の活性が高いことから、この菌はベンゼンと酢酸両方の同化能
を有することが示唆され、本章第１節で述べたように、分解菌である可能性が高
い。さらに、SIP-D法によって同定されているため、共代謝分解を行っている可
能性が高いと考えられる。しかし、DNAバンドの濃さから量が判断するに十分
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ではないと判断したため、全体的の比較（第６章）を行う際には、より多くのテ
ンプレートを用意することにした。 
 [13C]酢酸を用いた、異なるベンゼン濃度下（第一段階と第二段階）における実
験によって、酢酸を同化することできる菌の中で最も活性化している菌を特定す
ることができた (Fig. 4-3)。ベンゼン分解菌が生息する自然環境中には周囲に多く
の菌が存在し、ネットワークを構築していると思われる。その中には、ベンゼン
耐性菌や酢酸を同化するベンゼン異化分解菌、ベンゼン同化能の他に、本実験で
は分解能を発揮しない菌、カテコール分解を介してベンゼン分解を促進する菌 
(Secondary degrader) などのような菌も各分解段階に存在する事が推定される。こ
れらの菌を解析することにより、ベンゼン分解に関わる様々な微生物の変動を把
握することができると考えている。また、これらの菌の解明によって、ベンゼン
分解の全体ネットワークの解明につながると期待している。 
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Figure 4-1. RNAフラクション化。SIP-DのWITH-Bサンプルを示す。他のサンプル
も同様な傾向を見せた。
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Figure 4-2. 各12Cと13CフラクションのRT-PCR。レーン1から4までが12Cフラクシ
ョン、レーン5から8が13CフラクションのRNAをcDNA化したテンプレートを使用
している。SIP-D法：分解第一段階[13C]フラクション(レーン1)、[12C]フラクショ
ン(レーン5)、分解第二段階[13C]フラクション(レーン2)、[12C]フラクション(レー
ン6)、SIP法：分解第一段階[13C]フラクション(レーン3)、[12C]フラクション(レー
ン7)、分解第二段階[13C]フラクション(レーン4)、[12C]フラクション(レーン8)、
およびネガティブコントロール(NC)を示している。M：マーカー 
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Figure 4-3. RNA SIP-DによるPCR-DGGE解析。レーン1：2日目のベンゼン添加サ
ンプル (WITH-B) ；レーン2：4日目のベンゼン添加サンプル (WITH-B) ；レーン
3：4日目のベンゼン未添加サンプル (WITHOUT-B)。 
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第５章 培養依存的手法によるベンゼン分解菌の単離  
 
第１節 はじめに  
 第３章で述べたSIPと第４章で述べた新たに構築したSIP-D法によって、多くの
ベンゼン分解に関与する微生物叢が明らかとなった。しかし、これらの手法と従
来の培養依存的手法ではどのような違いがあるのかを明らかにするため、同サイ
トのベンゼン汚染土壌を用いてのベンゼン分解菌のスクリニーングを行った。単
離した菌を分類した後、ベンゼンを唯一炭素源とした分解実験を行い、ベンゼン
分解能を評価した。また、これらの菌は機能遺伝子を保有しているか否かをPCR
増幅によって解析した。 
 
第２節 実験材料および実験方法  
５−２−１ ベンゼン分解菌の単離とベンゼン分解実験  
 第２章の第１節で述べたベンゼン汚染土壌（土壌2）を用いてベンゼン分解菌
のコロニースクリニーングを行った。5 g 汚染土壌に10 mLの蒸留水を加え撹拌
を行った後、10分静置した。その上清 (100 µL) を10 µLベンゼンを含むLBプレー
ト上に塗布して（揮発のため、ベンゼン濃度約1 µL / mL）、30℃で培養を行った。
また、同様に10 µLベンゼンを唯一の炭素源とする最少培地プレート上にも塗布
して（ベンゼン濃度約1 µL / mL）、同条件下培養を行った。7日間培養を行い、順
次に生えたコロニーを新たな最少培地プレートとLBプレートに移し、30℃で培
養を行った。コロニー形状で分類を行った後、5-mLの唯一炭素源の最少培地で、
562.4 µMのベンゼン濃度と細菌濃度 107 cell / mL でベンゼン分解実験を行い、6日
と8日に第２章第２節で述べたGC定量法を用いてベンゼン濃度を測定した。 
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５−２−２ C12O 遺伝子、C23O 遺伝子の PCR 増幅  
 第１章で述べたように、ベンゼン分解過程において、重要な機能遺伝子として、
カテコール開裂に関与するC12O遺伝子とC23O遺伝子の保有の有無を調べるため、
PCRを行った。Table 5-1で示したプライマーセットを用いて、Table 5-2で示した
PCR組成で反応を行った。 
 
第３節 実験結果  
５−３−１ ベンゼン分解菌の単離とベンゼン分解能  
 培養非依存的な手法と比較するために行われたコロニースクリニーング法では、
ベンゼン汚染土壌をLBプレートに塗布して7日間培養し、ベンゼン分解菌を12株
単離し、コロニー形状により分類した。結果、その内の4株が選択された。Table 
5-3のように、これらの菌はベンゼンを唯一炭素源として生育することができ、
ベンゼン分解能を有することが示され、562.4 µMのベンゼンを80時間以内で測定
限界 (3 µM) 以下まで分解した。 
 
５−３−２ 機能遺伝子の PCR 増幅  
 単離した分解菌について、コロニーPCRによって、C12O遺伝子とC23O遺伝子
の存在を検討した。Figure 6-1で示したように、IV株ではC12OとC23O遺伝子のい
ずれも検出することができなかった。III株にはC12O遺伝子が存在せず、C23O遺
伝子を有することが示された。 
 
第４節 考察  
 単離したベンゼン分解菌と第２章第３節で述べたSIP法で同定したベンゼン同
化分解菌とは異なることが、第６章で述べる16S rRNA遺伝子のV3領域による
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PCR-DGGE解析によって判明した。この事は、汚染現場でベンゼン分解に関与す
る菌の中で、容易に単離できない真の分解菌が存在していることが示された。 
 単離した菌株を汚染現場に投入するバイオオーグメンテーションの実施には、
高い分解能を有する菌を単離し、汚染現場に投入するが、分解能を示さないケー
スは多く見られる。それの原因として、元々現場の環境中に存在する微生物が集
団を作り、外部からの侵入を防ぐため、投入した菌株の活性を押さえている。あ
るいは、実環境中では、投入した菌株の生存に不適切な要素があるためだと考え
られている。そこで、汚染現場に実在している分解菌の分解活性を高めることで、
分解効率の向上を目的とするバイオスティミュレーションがある。環境中のメイ
ンな分解菌の分解活性を上げる他、周辺にいる分解菌の分解活性を上げることは
分解効率の向上につながると考えられる。そのため、本研究の汚染土壌において
は、難培養微生物の分解活性を上げる必要もあると考えられる(6, 30)。 
 機能遺伝子として、III株では、C12O遺伝子とC23O遺伝子が共に検出されてい
ない。IV株では、C12O遺伝子が検出されていない。その原因として以下のよう
なことが考えられる。別の分解遺伝子によってコントロールされ、他のベンゼン
分解経路を有していること、あるいは、本研究で用いたプライマーでは、増幅で
きなかったことが考えられる。 
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Table 5-1. C12O遺伝子とC23O遺伝子のPCR反応組成 
Template DNA 2 µL 
10 × Ex Taq Buffer 2 µL 
2.5 mM dNTP mix 1.6 µL 
Ex taq (5 unit / µL) 0.1 µL 
Forward primer (4 pmol) 1 µL 
Reverse primer (4 pmol) 1 µL 
Milli Q water 12.3 µL 
Total 20 µL 
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Table 5-2. 使用したプライマー 
Primer Sequence (5′–3′) Reference 
C12O-F GCGACCGTCGAHCTSTGGCA 35 
C12O-R TCGCCCTCGAWGTWGAKCTG 35 
C23O-F CACGTCTCGTTCDTYCTGGA 35 
C23O-R CCGACGGGTCRAAGAARTA 35 
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Table 5-3. 単菌におけるベンゼン分解実験 
 I II III IV NC 
ベンゼン残存量 (%) 26.8 33.5 24.9 24.2 99.8 
絶対値 (μM) 150.7 ± 1.4 188.5 ± 2.1 140.0 ± 1.4 136.3 ± 3.2 561.2 ± 0.4 
 
残存量はベンゼン濃度562.4 µMとの比を表している。全ての単菌 (Strain I, II, III, 
IV) の分解実験において、562.4 µMのベンゼンが唯一炭素源として最少培地に加
えられ、107 cells/mLの細胞濃度で行った。ベンゼン濃度は65時間に第三章で述べ
たGC測定法により定量した。全ての実験は三連で行った。ネガティブコントロ
ール (NC)；80時間後全ての菌株において、ベンゼン濃度は検出限界以下までに
減少していた。 
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Figure 5-1. ベンゼン分解菌のC12O遺伝子とC23O遺伝子。単離した菌株Strain III 
(III) 及びStrain IV (IV) を用いてC12O遺伝子 (左: C12O) とC23O遺伝子 (右: C23O) 
のPCR増幅を行った。C12O遺伝子を保有するPesudomonas sp.をポジィテブコン
トロール (PC)とMilli Qを添加したネガティブコントロール (NC) を同様にPCR増
幅した。M: マーカー 
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第６章 培養非依存的手法と培養依存的手法の比較  
 
第１節 はじめに  
 培養非依存的手法として、本研究では第３章で述べたSIPと第四章のSIP-Dを用
いてベンゼン汚染土壌の解析を行った。培養依存的手法としては第５章で述べた
スクリニーング法を用いて単菌を取得した。本章では、これら検討されてきた手
法を用いて、総合的な比較を行うこととした。 
 
第２節 実験方法  
６−２−１ 培養非依存的手法による解析  
 培養非依存的手法として、第２章で述べたSIPと第３章で述べたSIP-Dを用いた。
SIPでは[13C]ベンゼンでベンゼン同化菌を、そして、SIP-Dでは、ベンゼンの有無
(WITH-B, WITHOUT-B)によって、[13C]酢酸を添加することで異化分解菌をター
ゲットとした解析を行った。16S rRNA遺伝子をベースとしたPCR-DGGE法によ
ってバンドの差し引きをすることでそれぞれの目的とした分解菌をグループ分け
した。WITH-Bに特異的なバンドはベンゼン異化的分解菌として判断し、WITH-
とWITHOUT-B両方に存在するバンドは直接分解には関与しない菌として判断し
た。ベンゼン分解の二つの段階、第一段階と第二段階で酢酸の添加を行った。更
に、第五章でに述べたように、同じ[13C]酢酸を用いた16S rRNA-targeted SIPを行
った。ベンゼン存在下では、ベンゼン分解菌は他の菌に対してより多くの炭素源
を体内に取り込むと考えられ、これが16S rRNA遺伝子の発現に影響し、差異と
して現れることが予想される。そのため、WITH-Bでより多く発現しているほど、
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ベンゼン分解によって影響されている菌と考えられる。この手法により異化的分
解菌を特定する事が可能と考えられる。 
 
６−２−２ 培養依存的手法による解析  
 培養非依存的手法と比較するため、培養依存的手法として、コロニースクリニ
ーングを行った。第６章で得た菌体を基に、16S rRNA 遺伝子 V3 領域を増幅さ
せ、前節で述べたテンプレートと同様に PCR-DGGE に供した。  
 
６−２−３ ゲル抽出およびシークエンス解析  
 PCR-DGGE で得た 16S rRNA 遺伝子の V3 領域の DNA バンドを切出し、50 µL 
TE で一晩溶出させた後、第２章で述べた方法でサイクルシークエンス行った。
解析には 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) を使用した。DDBJ (DNA 
Data Bank of Japan) データベースによる相同性検索を行い、Neighbor-joining 法(75)
と CLUSTALX ver. 1.83 (81)を用いて系統樹を作成した。 
 
第３節 実験結果  
６−３−１ SIP 法による解析  
 ベンゼン濃度の測定に関しては、第３章で述べたように、ベンゼン分解は主に
3 日目に開始され (Fig. 3-1) 、いくつかの DNA バンドが DGGE プロファイルの 4
日目 (Fig. 6-1, レーン 2) から現れた。SIP 法で、[13C]ベンゼンは直接ベンゼン同
化菌を標識することでき、それらの菌は主に分解の第二段階に出現した。レーン
2 (Fig. 6-1) の DNA バンド a-h は、ベンゼン同化菌由来であることが示唆された。 
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６−３−２ SIP-D 法による解析  
 SIP では分解各段階においてのベンゼン同化菌を標識した、一方 SIP-D 法では、
ベンゼンの有無状態の差異を比較することで異化的分解菌を検出した。[13C]酢酸
は 2 日目と 4 日目にそれぞれ添加し、その 24 時間後に全量 DNA を抽出した。
Figure 6-1 で示したように、レーン 4 のバンド i-n は SIP でも標識した菌株と一致
した (レーン 1 と 2) 。レーン 4 に出現したバンド a′, b′, g′, と h′はレーン 2 と同じ
DNA シークエンスを有するバンド a, b, g, と h に一致した。これらの菌はベンゼ
ンと酢酸を共に同化する機能を有し、ベンゼンから 13C 酢酸へ取込み炭素源のシ
フトがベンゼン存在下で起きたことを示唆した。レーン 6 の WITHOUT-B と比
較すると, WITH-B のレーンはいくつかの特異的な DNA バンド (i, j と n) を示し
た。これらのバンドには異化的分解菌と直接分解に関与していない菌が含まれて
いる可能性がある。また、これらの菌はベンゼン存在下での酢酸取込みが可能で
ある。レーン 4 にあるバンド l と m 、それにコントロールレーン 6 (WITHOUT-B) 
にあるバンド l′ と m′ はベンゼン分解菌ではないが酢酸を取り込める菌であるこ
とを示唆した。全てのバンド (WITH-B レーン) をゲルから切り出しシークエンス
を行い、レーン 4 との比較を行った。Table 6-1 により、レーン 4 で検出されたバ
ンド j はレーン 6 のバンド p と q とは異なることが明らかとなった。これらの事
実から、SIP-D によって同定された菌の中には新たな異化的分解菌を含めたベン
ゼン分解菌が存在することが示唆された。これらは SIP 法では標識することが出
来ないが、SIP-D 法では効果的に標識することが可能であることが示唆された。
未標識の[12C] DNA は第２章で解析を行っているため、本章では、[13C]で標識さ
れた DNA で比較を行った。 
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６−３−３ 16S rRNA 遺伝子をターゲットにした RNA SIP-D 
	 SIP-D 法によって同定された異化的な菌と他の菌を具体的に仕分けるため、
16S rRNA 遺伝子の発現に注目した。そして、ベンゼン存在下では、分解菌は分
解に直接関与しない菌より高い 16S rRNA 遺伝子発現を有することが推測される
ことから、[13C]酢酸をラベル化炭素源として分解が最も盛んに行われている第二
段階へと添加した。フラクション化された [13C] RNA は cDNA へと逆転写を行い、
16S rRNA 遺伝子 V3 領域を増幅した。13C フラクションであるレーン 7 (Fig. 6-1) 
のバンド r と s は最も活性化しているバクテリアであることが示唆された。更に、
バンド r と s は、それぞれバンド j と m に対して同じ DNA シークエンスを有す
ることが明らかとなった。 
 
６−３−４ 培養依存的手法による解析  
 培養非依存的な手法と比較するために行われたコロニースクリニーング法では、
4 株のベンゼン分解菌を取得することに成功した。これらの菌は SIP-D 法によっ
て特定することができた (Fig. 6-1, レーン 8-11)。また、シークエンス結果によっ
てレーン 7 の DNA バンド r と s は、それぞれ z (x) と y (100% sequence similarity)
と同じであることが示された。これらの菌株 III (バンド m, s, y)と IV (バンド j, r, 
z)は SIP では特定できなかった(レーン 2)。以上の結果から、高い分解能を有する
菌株、かつ単離することができる株は、実際の環境中では必ずしも分解に関与し
ているとは限らないと考えられた。そして、SIP-D 法はこのような菌株を特定す
ることができることが示唆された。 
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６−３−５ シークエンス解析  
 PCR-DGGE解析後、切り出したバンドからのシークエンス解析によって、
Table 6-1のような結果となった。Figure 6-2で示した系統樹のように、前章で述べ
た手法によって検出された菌種は従来法に比べ異なる菌であることが示された
(Table 6-1)。SIPによって同定された多くの菌はActinobacteriaとBetaproteobacteria
に属している。ベンゼン、トルエンやキシレン分解に関与するRhodococcusは
bands d–f  (Fig. 6-1, レーン2) で検出された(21, 67)。幾つかのComamonad bacteriaであ
るHydrogenophaga (バンドb)はPseudomonasに属していることが報告されている(85), 
バンドhはPseudomonas oleovorans strain DT4に近縁で、これはベンゼン分解菌と
して報告されている(89). 一方、SIP-Dによって同定された菌の多くは
Gammaproteobacteriaに属している。レーン4 (Fig. 6-2)では、バンドiとl がそれぞ
れベンゼンを分解するPseudomonas pseudoalcaligenes (100% sequence similarity)(79)、
とベンゼン分解菌であるPseudomonas fluorescens (77)に非常に近縁である。バンド
mと jはそれぞれPseudomonas sp. C1とPseudomonas sp. strain LYBRD3-7 (100% 
sequence similarity)に近縁であり、これまでベンゼン分解に関する報告はなされて
ない菌である。Figure 6-2で赤い円で示したように、この二種は初めてベンゼン
分解に影響することが示唆された。バンドn (Fig. 6-2, レーン4)はRhodococcus 
wratislaviensis (97% sequence similarity)に近縁であり、この菌は炭化水素、ガソリ
ンやディーゼルオイルを分解することが報告されている(8)。 
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第４節 考察  
 特定された菌はFigure 6-2のように分類された。まず、 [13C]ベンゼンを用いた
SIP法では、同化分解菌を直接標識することができる。いくつかの同化分解菌の
DNAバンドがレーン2 (Fig. 6-1)で同定された。Hydrogenophaga sp.、Rhodococcus 
sp.、とPseudomonas sp.は13C炭素源をDNAに取り込むことが示唆された。このこ
とから、Actinobacteria、あるいはBetaproteobacteria (Fig. 6-1)に属しているこれら
の菌が主なベンゼン同化分解菌である可能性が高いと考えられた。一方、環境中
では同化、異化、そして、他の未知なる分解プロセスが存在することが知られて
いる(42)。広く、容易に利用される炭素源として(39)、[13C]酢酸を用いて異化分解
菌の標識を行った。これらの菌を特定することで菌叢間のネットワークを明らか
にすることを目的とした。Figure 6-1のWITH-B (レーン3と4) 及び WITHOUT-B 
(レーン5と6) を比較することにより、特異的なDNAバンドを得ることができる。
これらのDNAバンド(i, j, とn)はベンゼン存在下で標識されたことから、異化的に
ベンゼンを分解する菌であることが推測される。しかし、このベンゼン濃度にお
いて、酢酸同化菌であり、ベンゼン分解能を有さない菌も同様にSIP-D法によっ
て特定される。そのため、これらの菌を詳細にグループ分けすることが必要であ
ると考えた。そこで、ベンゼン存在下においては、分解菌はその他の菌と比べて
より多くの16S rRNA遺伝子を発現することが予想されたため、RNA SIP-D法を用
いた。結果的にレーン7にある二つのDNAバンドrとsは、レーン4のWITH-Bサン
プルのバンドと一致し、SIP-D法によって同定されたPseudomonas sp. (Table 6-2)
と一致した。そのため、この二つの菌はベンゼン分解を行っている可能性が最も
高い菌として同定された。これ以外の菌(バンドi, l, n)は、直接分解に関与せず酢
酸同化菌であることが示された。 これらのデータからベンゼン分解が盛んに行
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われている第二段階では、最も活性化しているのがPseudomonas sp. (バンドj, m)
であり、分解菌であることが示唆された。この二株がベンゼン分解に関与するこ
とは今回が初めての報告となる。興味深いことに、この二株は高いベンゼン分解
能を有することが培養依存的な手法であるコロニースクリニーングによって明ら
かにされた(Table 6-1)。この中温環境で、一株は異化的分解能を有する可能性が
示され、もう一株は分解能を示さず、直接ベンゼンに関与していない菌として同
定されている。この結果から、高い分解能を有する菌は必ずしも直接分解に関与
しているとは限らず、更に、他の代謝経路を活性化する可能性があることが示唆
された。この重要な発見はバイオレメディエーションにおいて考慮しなければな
らないものである。一方、SIP (レーン2バンドa, b, g, h) とSIP-D (レーン4バンドa′, 
b′, g′, h′ ) の両方で同定されたバンドが存在することから、ベンゼンと酢酸両方と
も同化可能な菌が存在することが示された。更に、レーン6のバンドpとqはレー
ン4のWITH-Bサンプルでは特定できなかった。この結果から、いくつかのベンゼ
ン分解能を有さない酢酸同化菌は、WITH-Bコンディションでは他の菌が優占す
ることで検出限界以下、或いは死滅する可能性があることが示された。これは、
酢酸が存在していても同様に起きる現象であることが示唆された。系統樹解析に
よって多くのSIP-D同定株はGammaproteobacteriaに属しており、一部分は
ActinobacteriaとBetaproteobacteriaに属していることが明らかとなった(Fig. 6-2)。 
	 異なる分解段階において、いくつかの菌がベンゼン分解に関与していることが
PCR-DGGE解析によって明らかとなった。当研究では、分解初期段階と中期段階
で分解に関与する菌を評価した。第一段階 (First phase)では、直接分解には関与
しないXenophilusと酢酸同化型Pseudomonasが同定された。第二段階(Second 
phase)では、ベンゼン同化分解菌Pseudomonas、Rhodococcus、Frankiaと
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Simplicispira、そして、新たに同定された異化分解型Pseudomonasと直接分解に関
与しない型PseudomonasとHydrogenophagaが主に同定された。 
 最後に、培養依存的手法と培養非依存的手法を比較した結果、難培養微生物が
ベンゼン分解に関与していることが考えられる。それらを単離し、各々のベンゼ
ン分解の確認が必要だと思われる。また、単離することによって、培養非依存的
手法によって特定された菌が異化分解を行う事が可能である証明も必要だと考え
られる。さらに、Pseudomonas属細菌の中には酸の存在下において、異化分解を
行う菌も報告されているため、今後は長期間における集積によって得られた複合
培養系から菌を単離し、解析を行う必要があると考えられる。本章で述べた汚染
土壌を用いた解析結果は前章(第２章と第３章)の解析結果と多少異なったが、こ
れは用いた土壌の保管期間中に菌叢が変動していることが考えられた。しかし、
主な分解菌 (Pseudomonas属) と思われるバンドに関しては大きな変化が見られな
かった。そのため、分析結果に支障はないと判断した。また、本研究によって
様々な分解菌を特定することができたが、その解析はあくまで約160 bp (357-518)
の解析であるため、詳細な同定が必要と考えられる。 
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Table 6-1. 13C フラクションの主たる DGGE バンドのシークエンス解析 
DNA Band Organism with the closest sequence (accession No.) Homology (%) Phylogenetic group 
a, a′ Simplicispira metamorpha (AB680538) 98 Betaproteobacteria 
b, b′ Hydrogenophaga palleronii (AF078769) 99 Betaproteobacteria 
d Rhodococcus wratislaviensis strain J7 (AY940038) 100 Actinobacteria 
e Rhodococcus erythropolis (AB177887) 100 Actinobacteria 
f Rhodococcus sp. A2Y26 (AY512637) 99 Actinobacteria 
g, g′ Frankia sp. strain Agb1-9 (L40611) 100 Actinobacteria 
h, h′ Pseudomonas oleovorans DT4 (GQ387664) 93 Gammaproteobacteria 
i Pseudomonas pseudoalcaligenes strain H16 (JN571066) 100 Gammaproteobacteria 
j, k, r, x, z Pseudomonas sp. LYBRD3-7 (HM246142) 100 Gammaproteobacteria 
l, l′ Xenophilus azovorans (AF285414) 93 Betaproteobacteria 
m, m′, s, y Pseudomonas sp. c1(2011) (HQ652598) 100 Gammaproteobacteria 
n R. wratislaviensis strain C6-1 (AY940037) 97 Actinobacteria 
p Pseudomonas sp. SC13 (EU939717) 100 Gammaproteobacteria 
q Rhodococcus rhodochrous strain SR-6 (JQ040005) 99 Actinobacteria 
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Figure 6-1. 各手法の13CフラクションのPCR-DGGE解析。SIP法： 2日目サンプル
（レーン1）、4日目サンプル（レーン2）；SIP-D法：WITH-B 2日目サンプル（レ
ーン3）、4日目サンプル（レーン4）、WITHOUT-B 2日目サンプル（レーン5）、4
日目サンプル（レーン6）；cDNAサンプル（レーン7）；単離した菌株IからIVはレ
ーン8から11に示している；M（マーカー）；DNAバンドa-h, a’-h’, p, q, l’, m’, r, s, 
x-zの切出し、シークエンス解析はTable 6-1を参照。
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Figure 6-2. 16S rRNA遺伝子V3領域による系統樹。SIP法によって同定されたDNA
バンドを青、SIP-D法によるバンドを赤で示している。赤いドットは本研究で初
めて報告するベンゼン分解菌である。系統樹は16S rRNA遺伝子のV3領域を基に
作成された。そして、アクセション番号を括弧内に記した。(ブランチのブート
ストラップ係数は1000反復により算出し、バーは百分の二のヌクレオチドを表し
ている) 
 
	  78	  
第７章 Real-time PCR による機能遺伝子の解析  
 
第１節 はじめに  
 これまでの章で述べたように、SIPとSIP-D法解析によって、ベンゼン分解菌を
特定することができた。そして、ベンゼン好気分解は最初にベンゼン環へ[OH-]
を付加することから始まり、カテコール開裂を経由して行われることが知られて
いる(24)。その中で、カテコール開裂に関する重要な機能遺伝子としてcatechol 1, 
2-dioxygenase (C12O) (36)とcatechol 2, 3-dioxygenase (C23O) (64)が現在までに報告さ
れている。また、第五章で述べたように、単離されたベンゼン分解菌の一株が
C23O遺伝子を保有していることが明らかとなった。そこで、SIP法とSIP-D法で
得られた微生物群は、それぞれどちらの分解経路を経由してベンゼン分解を行っ
ているか、また、これらの遺伝子がどのような相関関係を有しているかを明らか
にするために、real-time PCR (qPCR)によってC12O遺伝子とC23O遺伝子の定量分
析を行った。 
 
第２節 実験材料および実験方法  
 機能遺伝子の挙動を評価するため、第八章で述べた様に超遠心分離後、精製さ
れた 12C と 13C フラクション DNA ( 2 µL ) をテンプレートとして用い、以下のよ
うな実験を行った。Real-time PCR の反応は LightCycler FastStart DNA MasterPLUS 
SYBER Green I kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) を用いて、プロトコ
ールに従い、Table 7-1 で示した組成で行った。C12O 遺伝子と C23O 遺伝子は、
それぞれ Table 7-2 と 7-3 で示したプロトコールで定量し、16S rRNA 遺伝子は
Table 7-4 で示した通りに定量し、Melting curves は 65°C から 95°C で continuous 
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mode で作成した。 DNA のコピー数は LightCycler software version 3.5 (Roche 
Diagnostics)によって解析し、16S rRNA 遺伝子のコピー数を分母に、C12O 遺伝
子と C23O 遺伝子のコピー数をそれぞれ分子にした時の割合を算出した。 
 
第３節 実験結果  
	 各フラクションのコピー数絶対値をFigure 7-1、16S rRNA遺伝子の絶対値を
Figure 7-2に示し、両方の比率をFigure 7-3に示した。16S rRNA遺伝子の量は、分
解の第一段階から第二段階にかけて~105 から ~106 copies / µLへと増加した。多く
のC12O遺伝子はSIP法の13Cフラクションで検出されたが、SIP-D法では検出され
なかった。そのため、多くの同化菌はC12O遺伝子を保有していることが示唆さ
れた。一方、SIP-Dの12Cフラクションでは多くC12O遺伝子がWITH-Bサンプルで
検出され、そして、比較的活性の高いC23O遺伝子がWITH-BとWITHOUT-Bの13C
フラクションで検出された。C23O遺伝子は中期段階で減少を見せたが、13Cの取
込み現象は起きていることが明らかとなった。特に、SIP法によって同定された
ベンゼン同化分解菌とSIP-D法によって同定された分解菌ではこれらの遺伝子の
保有に差異が見られた。いくつかの菌はベンゼン存在下で炭素源を[12C]ベンゼン
から[13C]酢酸へとシフトした。 
 
第４節 考察  
	 ベンゼンの好気分解はカテコール開裂を経由して分解されることが知られてい
る。そして、本章よりベンゼン存在下において、一部分の菌は炭素源の取込みを
[12C]ベンゼンから[13C]酢酸へとシフトしていることが示唆された。 
	 C12O遺伝子とC23O遺伝子の関係はすでに報告されている結果と同様の傾向を
見せた(43)。二つの分解段階における解析によって、二つの機能遺伝子の挙動を評
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価することができた。Figure 7-3に示された通り、C12O遺伝子の数はC23O遺伝子
よりも多く保有されていることが明らかとなった。そして、多くのベンゼン同化
分解菌はC12O遺伝子を介してベンゼン分解を行っている可能性が高い。第６章
で述べたように、一部の菌（Fig. 6-1 バンドc, d, e,とf）では、酢酸が添加された
にも係わらずC12O遺伝子を発現している可能性が高く、これはPCR-DGGEバン
ドのシフトがレーン 2と4 (Fig. 6-1)で起きていないことに起因する。同化によっ
て13Cの取込みが生じていることは、C23O遺伝子が13Cフラクションで特定された
ことから立証された。これらのデータから二つのベンゼン分解経路が存在してい
ることが示唆され、また、いくつかの菌では、炭素源を[12C]ベンゼンから[13C]酢
酸に変化させることが示唆された。更に、バンドm (Fig. 7-1) と、コロニー単離し
たベンゼン分解菌(III)のC23O遺伝子はベンゼン存在の有無に関係なく存在する。
このことから、酢酸の添加によって、異なる分解遺伝子の発現が起きる可能性が
考えられる。SIP-D法によってこのことが示された。そのため、qPCRとSIP-Dを
組み合わせることで、環境中の遺伝子間の相関関係という、もう一つのSIP-Dの
応用ができるのではないかと考えられる。これを利用して、環境中の機能遺伝子
の相互関係や挙動をより詳細に把握することが可能であると考えられる。 
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Table 7-1. Real-time PCRの組成 
Solution 1 4 µL 
Solution 2 12 µL 
Primer F 1 µL 
Primer R 1 µL 
Template DNA 2 µL 
Total 20 µL 
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Table 7-2. C12O遺伝子定量のreal-time PCR条件 
Denaturation 94°C 10 min 
Amplification, 40 cycles 
94°C 1 min 
60°C 30 s 
72°C 20 s 
Acquisition 92 °C  
Final extension 72°C 5 min 
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Table 7-3. C23O遺伝子定量のreal-time PCR条件 
Denaturation 94°C 10 min 
Amplification, 40 cycles 
94°C 1 min 
60°C 30 s 
72°C 5 s 
Final extension 72°C 5 min 
 
	  84	  
 
 
 
 
 
Table 7-4. 16S rRNA遺伝子定量のreal-time PCR条件 
Denaturation 94°C 5 min 
Amplification, 40 cycles 
94°C 1 min 
60°C 30 s 
72°C 15 s 
Final extension 72°C 5 min 
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Figure 7-1. 機能遺伝子(C12O, C23O)の定量。（□）C12O遺伝子と（■）C23O遺伝
子の定量分析、そのコピー数の絶対値を示している。下の表はベンゼン添加の有
（＋）無（ ）と使用したラベル体物質を表している。ベンゼン分解の第一段階 
(1st)、第二段階 (2nd)を示した。 
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Figure 7-2. 16S rRNA遺伝子の定量。16S rRNA遺伝子のコピー数の絶対値を示し
ている。下の表はベンゼン添加の有（＋）無（ ）と使用したラベル体物質を表
している。ベンゼン分解の第一段階 (1st)、第二段階 (2nd)を示した。 
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Figure 7-3. 機能遺伝子(C12O, C23O)と16S rRNA遺伝子の相対値。（□）C12O遺伝
子が16S rRNAに対する割合と（■）C12O遺伝子が16S rRNAに対する割合を示し
ている。ベンゼン分解の第一段階 (1st)、第二段階 (2nd)を示した。下の表はベンゼ
ン添加の有（＋）無（ ）と使用したラベル体物質を表している。
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第８章 総括  
 
第１節 本研究で明らかになったこと  
 微生物叢は環境によって異なる、したがって、環境中において、実際に機能し
ている分解者やその周辺に存在する微生物のネットワークを把握することはバイ
オレメディエーションにとってはとても重要である。そのため、実際に機能して
いる菌叢を特定することはその効率向上のために必須である。本研究で行われた
SIP と SIP-D 法を組み合わせた菌叢解析は、より広範囲な解析を行えることを模
擬環境中で行うことができた。すなわち、ベンゼン同化分解菌のみならず、異化
分解菌、そして直接に分解には関与しないがベンゼン分解に何らかの影響を与え
る菌を共に特定することができた。また、これらの菌を 16S rRNA 遺伝子をター
ゲットとした RNA SIP-D で詳細に分けることができた。この結果はより詳細な
ベンゼン分解に関する微生物ネットワークを描くことを可能とした。興味深い結
果として、実汚染土壌環境中で、異化分解能を有する 1 株、および分解能を示さ
なかったが、実際には高いベンゼン同化分解能力を有している 1 株が、培養依存
的手法によって立証された。 
 本研究では、得られる知見をバイオレメディエーションに適用することを想定
し、実汚染サイトの環境条件に配慮して実験を行った。ベンゼン濃度、炭素源を
含まない最少培地、そして、処理が常温で行われることを前提とした中温条件を
設定した。これらの結果から本研究で示したSIP-D法はより広範囲に、そして、
SIPとのコンピネーションでより詳細に分解菌、およびその周辺に存在するより
広範囲な菌叢解析が可能であることが示された。 
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第２節 本研究で得られた知見の応用について  
 バイオレメディエーションには、分解菌を汚染サイトに投入することで分解を
促進させるバイオオーグメンテーションと、栄養源などを添加し、汚染サイトの
分解菌を活性化させるバイオスティミュレーションがある。しかしながら、分解
効率を上げるためにはどの方法においても、現場にある微生物群集の特定は必須
である。また、現場において、実際に機能している分解プロセスや分解菌ネット
ワークを特定することで、より効率的で経済的なバイオレメディエーションを提
案することができる。本研究により、汚染土壌における、同化分解菌、異化分解
菌、そして分解に何らかの影響を与える菌という広範な菌の特定が可能となった。
これらの菌に対して、異なる分解段階においての適切な操作を行うことで、バイ
オレメディエーションの効率化が可能となる。 
 また、一部のPseudomonas putidaは有機物質の分解にいくつか他の基質を必要
とする。グルコース存在下では、有機質の分解が大きく左右され、そして対数成
長期に大きな違いが生じた(10)。また、この現象をSIP法で解析した報告もある(59)。
この興味深い現象は環境中でも起きており、本研究の手法を用いることで、これ
に対処することが可能であることを示した。更に、SIP-D法は環境中において、
このような興味深い現象を特定する鍵となる可能性がある。このことは、ターゲ
ットとなる菌に適した、つまり取り込み可能な炭素源を選び、そして、ラベルの
タイミングや適した環境汚染物質の濃度の最適化を検討することで可能となる。
このような取り込みを今後、行うことを考えている。更に、以前に報告された
SIP-D法は異化的分解菌をターゲットとしており、同化できない汚染物質PCEを
用いた(87)。本研究のSIP-Dは初めて同化可能な汚染物質(ベンゼン)を用いて行っ
た。SIP-D法は従来法に比べ、より広範囲な特定が可能であることが示された。
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しかし、直接分解に関与しない菌も同定される可能性があるため、RNA SIP-Dを
用いた詳細な分別を次いで行う必要がある。 
 ベンゼン好気分解に重要な機能遺伝子であるC12O遺伝子とC23O遺伝子の挙動
を解析したところ、同化分解菌は主にオルト開裂を、異化分解と直接分解に無関
与な菌はメタ開裂を示した。qPCRとSIP-Dをあわせることによって、環境中の遺
伝子の挙動や相互関係の解明に貢献できる技術となることが示された。このこと
は、新たなSIP-Dの応用法を示している。今後、ベンゼン分解ネットワークを更
に詳細に解明するためには、様々なタイプの微生物が取り込み可能な新たなラベ
ル体を開発し、検討を行う必要がある。また、SIP-D法では、異なるベンゼン濃
度条件下においての検討を行うことで、より詳細な菌叢解析を行うことができる
と考えている。そして、SIP-DとSIPのコンビネーション法を使用し、実際に機能
している分解菌ネットワークを把握し、その結果、より効率の良いバイオレメデ
ィエーションが実現できると考えている。 
 
第３節 最後に  
 アントニ ファン レーウェンフックが約200倍の顕微鏡で微生物を発見して
から、我々は純粋培養で個々の微生物について研究してきた。しかしながら、近
年の研究によって、様々な微生物が存在し、環境中では、集団を形成することや
相互に影響することが明らかとなった。環境、医療、食品などの分野においても、
微生物は各々の力を発揮して、ネットワークを構築しながら、一つの化学反応や
分解プロセスを果たしている。今後の研究は、各々についての研究のみではなく、
これらのネットワークプロセスを解き明かし、微生物の生存環境にあった個々の
微生物の組み合せやコントロールをすることでより良い、そして、新しい微生物
の応用デザインが可能であると私は信じている。
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